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REPERCUSIONES FUNCIONALES DE LA INTERACCIÓN ENTRE MUTANTES 
DEL CANAL Nav1.5 RESPONSABLES DEL SÍNDROME DE BRUGADA Y LOS 
CANALES Kir2.x 
 
INTRODUCCIÓN Y OBJETIVOS  
  
 El síndrome de Brugada (SBr) se caracteriza por la elevación del ST en los registros  
electrocardiográficos de las derivaciones precordiales derechas y la predisposición a presentar 
arritmias ventriculares y muerte súbita. El SBr se transmite característicamente según un 
patrón de herencia autosómico dominante. Hasta un 30% de los pacientes genotipados tienen 
una mutación en el gen SCN5A, que codifica para la subunidad α del canal Nav1.5 cardiaco, 
que, junto a subunidades auxiliares (Navβ), es responsable de la corriente rápida de entrada de 
Na (INa). Estas mutaciones codifican canales Nav1.5 que tras su síntesis no alcanzan la 
membrana de los miocitos cardiacos o/y que tienen alteraciones en los mecanismos 
dependientes de tiempo y voltaje que determinan la conductancia del canal (gating). El 
resultado es que los canales mutados o no son capaces de generar corriente o generan 
corrientes significativamente menores a las generadas por canales nativos (canales con 
“déficit” de función). 
La INa determina la excitabilidad y la conducción cardiacas. Por otro lado, la corriente 
de potasio con rectificación interna (IK1) determina la duración de la fase final del potencial de 
acción cardiaco y del periodo refractario y establece el potencial de reposo del que depende la 
magnitud de la INa. La IK1, por tanto, juega un papel crítico para controlar la refractariedad y 
la excitabilidad cardiacas. La IK1 cardiaca humana es generada por canales Kir2.x que están 
distribuidos diferencialmente entre aurícula y ventrículo. Los homotetrámeros de Kir2.1 son 
los principales generadores de la IK1 en los ventrículos humanos, pero Kir2.2 y sobre todo 
Kir2.3 juegan un papel fundamental en la generación de la IK1 en las aurículas. Recientemente 
se ha demostrado que existe una modulación recíproca positiva entre los canales Nav1.5 y 
Kir2.1/Kir2.2. Así, el aumento en la expresión/actividad de canales Kir2.1 o Kir2.2 produce 
un aumento en la expresión/actividad de canales Nav1.5 y viceversa. Además, se ha 
demostrado que la presencia de canales Kir2.3 en los tetrámeros que generan la IK1 suprime la 
modulación recíproca positiva con los canales Nav1.5. Por tanto, a nivel auricular humano, no 






En el momento actual se desconoce qué ocurre con la expresión de canales Kir2.x, y 
por tanto con la densidad de la IK1 ventricular, en pacientes con mutaciones en SCN5A que 
generan canales con déficit de función. Se desconoce también si los canales Kir2.x son 
capaces de restaurar la expresión en membrana de los canales Nav1.5 mutados. Por tanto, 
sería de interés analizar los efectos de las mutaciones de los canales Nav1.5 asociados al SBr 
sobre el tráfico de los canales Kir2.x y sobre la IK1, el potencial de reposo y la duración de los 
potenciales de acción. 
 Por todo ello, los objetivos que nos propusimos en la presente Tesis Doctoral fueron: 
1) Identificar si los canales Nav1.5 y los canales Kir2.1 interaccionan entre sí en sistemas de 
expresión heterólogos y en miocitos ventriculares de rata. 
2) Analizar el efecto del déficit de función de los mutantes de los canales Nav1.5 sobre la 
densidad de la corriente generada por canales Kir2.x y la INa en varios modelos celulares 
(sistemas de transfección heterólogos, miocitos ventriculares de rata, cardiomiocitos 
derivados de células humanas pluripotentes inducidas -hiPSC-CM-). 
3) Analizar el efecto del silenciamiento de un alelo del gen SCN5A sobre la modulación 
recíproca positiva en ratones transgénicos. 
4) Analizar las consecuencias de la presencia de un mutante del canal Nav1.5 con pérdida de 
función sobre las características de los potenciales de acción generados en hiPSC-CM. 





En primer lugar, estudiamos mediante inmunofluorescencia la interacción entre 
canales Kir2.1 y Nav1.5 en células de ovario de hámster chino (CHO) y en miocitos 
ventriculares disociados de rata. Los resultados indican que ambos canales colocalizan en 
membrana lateral y en túbulos T de los miocitos ventriculares junto con la α1-sintrofina.  
En miocitos ventriculares disociados de ratones SCN5A+/-, la supresión de un alelo del 
gen SCN5A, que codifica para el canal Nav1.5, produjo una disminución simultánea de la INa 
y de IK1 ventricular. Además, la velocidad de conducción disminuyó, la duración del potencial 







Posteriormente analizamos los efectos de los mutantes del canal Nav1.5 sobre la 
modulación recíproca positiva en células CHO, en miocitos ventriculares disociados de rata, y 
en hiPSC-CM. En todos los casos, la coexpresión de los canales Kir2.1 WT y Nav1.5 WT 
produce un aumento de la INa y de la IK1 respecto a las corrientes generadas por cada uno de 
los canales por separado. Mutantes con déficit de función del canal Nav1.5 que son capaces 
de alcanzar la membrana celular (p.ej. p.R878C o la mutación p.D1690N junto el 
polimorfismo p.H558R que ejerce de chaperona) modularon positivamente la IKir2.1/2.2. Por el 
contrario, aquellos mutantes del canal Nav1.5 que no son capaces de alcanzar la membrana 
(p.R104W, p.D1690N, p.G1748D y p.D1816VfsX7) no fueron capaces de modular 
positivamente la IKir2.1/2.2. Más aún, algunos de estos mutantes como p.G1748D y 
p.D1816VfsX7 producían una disminución adicional de la IKir2.1/2.2. Es decir, estos mutantes 
del canal Nav1.5 producían un efecto dominante negativo (EDN) sobre los canales Kir2.1/2.2, 
lo que implica que el canal Nav1.5 mutado “atrapa” a los canales Kir2.1/2.2 nativos.  
Estos mismos resultados se comprobaron en miocitos disociados de rata infectados 
con construcciones adenovirales que codificaban para el canal Nav1.5 WT o los mutantes. 
Tras 48 horas, se registraron tanto la INa como la IK1 con la técnica de patch-clamp en su 
configuración de célula entera. El mutante p.D1690N abolió la modulación recíproca positiva 
sobre IK1 disminuyendo su densidad, mientras que los mutantes p.D1816VfsX7 y p.G1748D 
produjeron una disminución adicional de la IK1 respecto a miocitos control sin infectar (EDN).  
En el siguiente grupo de experimentos, seleccionamos el mutante p.G1748D para 
infectar hiPSC-CM, derivadas de fibroblastos cutáneos de donantes sanos. Tras la 
desdiferenciación y maduración de las células, se realizaron los experimentos de patch-clamp. 
Este mutante, produjo EDN sobre los canales Nav1.5 y Kir2.1 nativos lo que explicaba la 
reducción de la IK1, la despolarización del potencial de reposo, el aumento de la frecuencia de 
disparo, y la prolongación de la DPA medida al final de la repolarización observado en 
hiPSC-CM. 
Para identificar si ambos canales viajan conjuntamente a membrana, recurrimos a la 
técnica de Fluorescence Recovery After Photobleaching (FRAP) estudiando la cinética de 
recuperación de la fluorescencia de los fluoróforos mTq2 y Cp173Venus unidos a los canales 
Nav1.5 y Kir2.1, respectivamente, tras su extinción mediante láser en una región de interés. 
La fracción móvil de canales Nav1.5  aumenta cuando éstos se coexpresan con canales Kir2.1. 






fluorescencia es significativamente más rápida cuando también están presentes los canales 
Nav1.5. 
Posteriormente analizamos donde se quedaban retenidos los mutantes del canal 
Nav1.5 estudiados. Para ello, utilizamos varios mecanismos que rescatan mutantes retenidos 
en retículo endoplásmico (RE), como la disminución de la temperatura de incubación, la 
incubación con 4-fenilbutirato (una”chaperona” química) o con MOG1 (Multicopy suppresor 
of gsp-1). La densidad de INav1.5 generada por el mutante p.D1690N, pero no las generadas por 
los mutantes  p.G1748D ni p.D1816VfsX7, aumentó con estos tratamientos, por tanto los 
resultados indicaban que el p.D1690N se queda retenido en RE mientras que p.G1748D y 
p.D1816VfsX7 en Golgi. Además, para correlacionar los efectos producidos por los mutantes 
y su lugar de retención utilizamos mutantes del canal Kir2.1 cuyo lugar de retención se 
conoce. Los resultados indicaron que el mutante de Kir2.1 retenido en RE (p.E377A-E379A) 
abolía la modulación positiva mientras que el retenido en Golgi (p.Δ314-315) producía EDN 
sobre el canal Nav1.5. 
Por último, para caracterizar el mecanismo de tráfico conjunto de los canales Nav1.5-
Kir2.1, incubamos durante 24 horas células CHO con BFA, que inhibe el tráfico anterógrado 
del RE al Golgi. La incubación con BFA no suprimió la modulación recíproca positiva entre 
los canales Nav1.5 y Kir2.1. Por tanto, los resultados indicaban que existe una ruta alternativa 
independiente del paso a través del Golgi que utilizan los complejos de canales Kir2.1-
Nav1.5. Para estudiar esta posible ruta alternativa, silenciamos la proteína GRASP55, 
responsable del tráfico de ciertas proteínas, como los canales CFTR desde el RE hacia la 
membrana sin pasar por el Golgi. En estas condiciones, la cotransfección con canales Nav1.5 
no moduló positivamente la densidad de IKir2.1, si no que la redujo un 63%. De la misma 
manera, la cotransfección con canales Kir2.1 tampoco aumentó la densidad INav1.5 si no que la 
redujo en un 61%, indicando que la inhibición de la ruta de tráfico no convencional GRASP-




1. Los canales Kir2.1 y Nav1.5 interaccionan entre sí y con la proteína de anclaje α1-







2. Tanto los canales Nav1.5 como los canales Kir2.1 viajan hacia la membrana a través de 
dos rutas simultáneamente: la convencional, que implica el paso a través del RE, al 
Golgi, y desde allí a la membrana; y la no convencional, que es independiente de Golgi 
y está mediada por las proteínas GRASP.  
3. En condiciones fisiológicas, la presencia simultánea de canales Nav1.5 y Kir2.1 en los 
miocitos cardiacos favorece la salida conjunta de ambos canales desde el RE a través de 
la ruta no convencional GRASP-dependiente. 
4. Para que se produzca la modulación recíproca positiva entre los canales Nav1.5 y 
Kir2.1/2.2, y por tanto, entre la INa y la IK1 ventriculares, es condición sine qua non que 
tanto los canales Nav1.5 como los canales Kir2.1/2.2 sean capaces de alcanzar la 
membrana y viajen conjuntamente.  
5. Cualquier mutación en los canales Nav1.5 que limite el tráfico de los mismos hacia la 
membrana, independientemente de su localización y naturaleza, impedirá que los 
canales Nav1.5 modulen positivamente la IK1 ventricular, por lo que la densidad de ésta 
disminuirá.  
6. Los canales Nav1.5 con mutaciones que impiden su salida desde el RE hacia el Golgi 
pueden ser parcialmente “rescatados” por los canales Kir2.1/2.2 con los que, 
probablemente, abandonan el RE siguiendo la ruta de tráfico no convencional, GRASP-
dependiente. Este mecanismo no restituye completamente, pero mitiga, la disminución 
de la INa producida por este tipo de mutaciones. 
7. Los mutantes del canal Nav1.5 que queden retenidos en el Golgi producen un EDN 
sobre los canales Kir2.1/2.2 a los que atrapan también en el Golgi. Por tanto, los canales 
Nav1.5 con este tipo de mutaciones producen una disminución de la IK1 mayor que la 
producida por los mutantes Nav1.5 que quedan retenidos en el RE. 
8. De todo lo anterior se puede concluir que en aquellos síndromes arritmogénicos 
primarios en los que las mutaciones en el gen SCN5A producen una disminución de la 
INa como consecuencia del incorrecto tráfico de los canales Nav1.5 a la membrana, la 
excitabilidad y la velocidad de conducción intracardiacas disminuirán por la inhibición 












































FUNCTIONAL EFFECTS OF THE INTERACTION BETWEEN CARDIAC SODIUM 
CHANNEL Nav1.5 MUTANTS RESPONSIBLE FOR BRUGADA SYNDROME AND 
Kir2.x CHANNELS 
  
INTRODUCTION AND OBJECTIVES  
  
 Brugada Syndrome (BrS) is a disorder characterized by an ECG pattern with 
incomplete right bundle-branch block and ST-segment elevations in the anterior precordial 
leads that predisposes to sudden death. BrS follows an autosomal dominant pattern of 
inheritance. Up to 30% of the positively genotyped patients harbor a mutation in the SCN5A 
gene, encoding for the α subunit of the Nav1.5 cardiac channel, which, together with auxiliary 
subunits (Navβ), generates the fast inward Na current (INa). These mutations encode for 
Nav1.5 channels that after their synthesis do not reach the membrane of cardiac myocytes 
and/or with gating defects. The result is that mutant channels either do not generate current or 
generate currents significantly smaller than those generated by WT channels (loss-of-function 
channels). 
The INa is responsible for cardiac excitability and conduction velocity. Whereas, the 
inward rectifier current (IK1) is critical for setting the resting membrane potential, upon which 
depends the magnitude of the INa, and the duration of the action potential at the final phase of 
repolarization. Thus, the encompassed activity of IK1 and INa is the main determinant of 
cardiac excitability and it greatly determines refractoriness. Human cardiac IK1 is generated by 
homo- and/or heterotetramers of Kir2.1, Kir2.2, Kir2.3 channels, which are distributed 
differentially between atria and ventricles. The Kir2.1 homotetramers generate the IK1 in 
human ventricles, while Kir2.2 and, especially, Kir2.3 channels are essential in the generation 
of the atrial IK1. It has been recently demonstrated that expression of Nav1.5 and Kir2.1/2.2 
channels is positively modulated. Indeed, expression of Nav1.5 increases the density of the 
currents generated by Kir2.1 (IKir2.1) and Kir2.2 (IKir2.2) channels and reciprocally. 
Furthermore, the presence of Kir2.3 channels in the tetramers that generate the IK1 suppresses 
the positive reciprocal modulation with Nav1.5 channels. In fact, at the human atria level 
there is no positive reciprocal modulation between INa and IK1.  
The question that arises now is what would occur with the expression of Kir2.1/2.2 






loss-of-function channels. Another question is whether Kir2.1/2.2 channels are able to restore 
the membrane expression of mutated Nav1.5 channels. Hence, it would be interesting to 
analyze the effects that Nav1.5 mutant channels associated with BrS have over the trafficking 
of Kir2.x channels and the IK1, the membrane resting potential and the duration of action 
potential. 
 Therefore, the main objectives of this Doctoral Thesis were: 
1) To identify if Nav1.5 and Kir2.1 channels interact with each other in heterologous 
expression system and in rat ventricular myocytes.   
2) To analyze the effects of loss-of-function Nav1.5 mutants over the current density 
generated by Kir2.x channels and the INa in different cell models [heterologous expression 
system, rat ventricular myocytes and human induced pluripotent stem cell-derived 
cardiomyocytes (hiPSC-CM)]. 
3) To analyze the effect of heterozigous targeted disruption of the SCN5A gene over the 
positive reciprocal modulation in transgenic mice.  
4) To analyze the consequences of the presence of Nav1.5 loss-of-function channels on the 
characteristics of action potentials generated by cardiomyocytes derived from human induced 
pluripotent stem cells (hiPSC-CM). 
5) To identify the biological mechanism responsible for the positive reciprocal modulation of 




As a first step, we used immunofluorescence to study the interaction between Kir2.1 
and Nav1.5 channels in Chinese hamster ovary (CHO) cells and in ventricular myocytes 
isolated from adult rats. The results indicated that both channels colocalize in the lateral 
membrane and T-tubules of ventricular myocytes together with the scaffolding protein α1-
syntrophin.  
In isolated ventricular myocytes from SCN5A+/- transgenic mice, heterozigous targeted 
disruption of the SCN5A gene, encoding for Nav1.5 channels, produced a concomitant 
decrease of the ventricular INa and IK1. Furthermore, it decreased the conduction velocity, 
shortened the action potential duration measured at 80% of repolarization, and depolarized the 






Afterwards, we explored the consequences produced by the presence of Nav1.5 loss-
of-function channels on the IK1 density and the positive reciprocal modulation in CHO cells, 
rat ventricular myocytes and hiPSC-CM. In all cases, coexpression of Kir2.1 WT and Nav1.5 
WT channels lead to an increase in both INa and IK1 compared to the currents generated by the 
channels individually. Trafficking-defective Nav1.5 mutants that are expressed in the 
membrane (i.e. p.R878C or p.D1690N mutant together with p.H558R polymorphism) 
positively modulated the IKir2.1/2.2. Conversely, those Nav1.5 mutants that do not traffic 
towards the membrane (p.R104W, p.D1690N, p.G1748D, and p.D1816VfsX7) did not 
positively modulate the IKir2.1/2.2. Moreover, some trafficking-defective Nav1.5 mutants, such 
as p.G1748D and p.D1816VfsX7, produced an extra IKir2.1/2.2 decrease.  In other words, those 
Nav1.5 mutants produced a dominant negative effect (DNE) over Kir2.1/2.2 channels, 
implying that Nav1.5 mutants retain native Kir2.1/2.2 channels.  
The same results were obtained in rat ventricular myocytes infected with adenoviral 
constructs, which encoded for Nav1.5 WT channels or Nav1.5 mutants. After 48 hours, both 
INa and IK1 were recorded using the whole-cell patch-clamp technique. The p.D1690N mutant 
abolished the reciprocal positive modulation over IK1 decreasing its density, while 
p.D1816VfsX7 and p.G1748D channels produced an additional IK1 decrease (DNE) relative to 
uninfected control myocytes. Hereafter the p.G1748D mutant was selected for further 
mechanistic analysis of the DNE over Kir2.1/2.2 channels. 
In the next group of experiments, hiPSC-CM were obtained from skin fibroblasts of 
healthy donors after reprogramming and maturation of cells. Currents and AP were recorded 
with the patch-clamp technique in hiPSC-CM infected or not with adenoviral constructs 
containing either WT or p.G1748D Nav1.5 channels. The results demonstrated that p.G1748D 
produced a DNE over native Nav1.5 and Kir2.1 channels, which explained the IK1 decrease, 
together with a depolarization of the resting membrane potential, an increase of the 
spontaneous firing frequency and a prolongation of the duration of the action potential 
measured at the end of the repolarization observed in hiPSC-CM.  
To identify if Nav1.5 and Kir2.1 channels reach the membrane jointly, we resorted to 
the Fluorescence Recovery After Photobleaching (FRAP) technique. We studied the kinetics 
of the fluorescence recovery of the fluorophores mTq2 and Cp173Venus joined to Nav1.5 and 
Kir2.1 channels, respectively, after their extinction with a laser in a region of interest. The 






Kir2.1 channels, we observed a significantly faster fluorescence recovery with the 
coexpression of Nav1.5 channels. The results demonstrated that the FRAP kinetics and the 
mobile fraction of Nav1.5 and Kir2.1 channels in the presence of Kir2.1 and Nav1.5 channels 
respectively, was undistinguishable. 
Subsequently we analyzed in which intracellular compartment the Nav1.5 mutants 
were retained. Some mechanisms are known to rescue trafficking-defective that are retained at 
the ER, such as incubation either at room temperature, with 4-phenylbutyrate (a chemical 
“chaperone”) or with the multicopy suppresor of gsp-1 (MOG1). The INav1.5 density generated 
by p.D1690N, but not that generated by p.G1748D or p.D1816VfsX7, significantly increased 
with those treatments. Therefore, the results indicated that p.D1690N channels are retained at 
the ER, whereas p.G1748D and p.D1816VfsX7 are retained at the Golgi. Moreover, to 
correlate the effects produced by the mutants and their retention compartment, we used Kir2.1 
channel mutants whose retention compartment is known. The results indicated that Kir2.1 
mutant retained at ER (p.E377A-E379A) is not able to positively modulate the INav1.5 whereas 
the mutant retained at the Golgi (p.Δ314-315) produces a DNE over Nav1.5 channels. 
Finally, in order to characterize the mechanism responsible of the joint trafficking of 
Nav1.5-Kir2.1 channels, we incubated CHO cells for 24 hours with BFA, which specifically 
inhibits the anterograde transport from ER to Golgi. The treatment with BFA did not abolish 
the positive reciprocal modulation between Nav1.5 and Kir2.1 channels. Thus, the results 
indicated that there is an alternative pathway independent from the Golgi that is used by 
Kir2.1-Nav1.5 channel complexes. To study this potential alternative pathway, we reduced 
the expression of GRASP55, which is involved in the traffic of some proteins, such as CFTR 
channels, from the ER to the membrane without going through the Golgi. In these conditions, 
cotransfection with Nav1.5 channels did not increase, but decreased IKir2.1 density by 63%. 
Additionally, in GRASP silenced cells, cotransfection with Kir2.1 channels did not increase, 
but decreased the INav1.5 density by 61%. Therefore, GRASP silencing abolished positive 
modulation suggesting that GRASP-dependent unconventional traffic of Kir2.1 and Nav1.5 









1. Kir2.1 and Nav1.5 channels interact with each other and with the scaffolding protein α1-
syntrophin both at the lateral membrane and in the striations of cardiac ventricular 
myocytes.  
2. Both Nav1.5 and Kir2.1 channels reach the membrane through two simultaneous 
pathways: the classic anterograde, which involves the step from ER to Golgi and from 
there to the membrane; and the unconventional, which is independent from Golgi and 
mediated by GRASP proteins.  
3. In physiological conditions, the simultaneous presence of Nav1.5 and Kir2.1 channels in 
cardiac myocytes favours their joint exit from the ER to the membrane through an 
unconventional pathway GRASP-dependent. 
4. For the positive reciprocal modulation between Nav1.5 and Kir2.1/2.2 channels to 
occur, and hence, between ventricular INa and IK1, it is a sine qua non condition the 
proper trafficking towards the membrane of both Nav1.5 and Kir2.1/2.2 channels.  
5. Those Nav1.5 mutants that did not traffic towards the membrane, irrespective of the 
localization of the mutation and its nature, would prevent Nav1.5 channels to enhance 
ventricular IK1, and consequently IK1 ventricular density will decrease.  
6. Trafficking-defective Nav1.5 mutants that are retained at the ER, can be partially 
rescued by Kir2.1/2.2 channels, with which probably, leave the ER via an 
unconventional secretory route GRASP-dependent. This mechanism does not 
completely restore, although it mitigates, the INa decrease produced by said mutants.  
7. Conversely, trafficking-defective Nav1.5 mutants that are retained at the Golgi produce 
a DNE over Kir2.1/2.2 channels, which are also trapped into the Golgi. Thus, Nav1.5 
channels with such mutations would lead to a further IK1 decrease than that generated by 
those Nav1.5 mutants retained at ER. 
8. In summary, we can conclude that in those primary arrhythmogenic syndromes in which 
mutations in SCN5A gene lead to an INa decrease as a consequence of a deficiency of 
Nav1.5 channels to reach the membrane, excitability and cardiac conduction velocity 









































1. ELECTROFISIOLOGÍA CARDIACA 
 
El corazón es un órgano que actúa a modo de bomba, enviando sangre a los distintos 
tejidos del organismo. Para llevar a cabo su función presenta tejidos especializados en los que 
se generan automáticamente impulsos que se conducen de forma organizada y provocan la 
contracción periódica del miocardio. El corazón está formado por tres tipos de tejido: los 
músculos auriculares y ventriculares, de los que depende su capacidad contráctil, y las fibras 





Figura I.1. Representación esquemática de la actividad eléctrica en el miocardio. Se observan los 
potenciales de acción registrados en diversas zonas del tejido cardiaco y su correlación con el electrocardiograma 
de superficie. [Adaptada de Nerbonne y Kass, 2005] 
 
En condiciones fisiológicas, el impulso cardiaco nace en el nodo senoauricular (SA), 
estructura que se localiza en la confluencia de la vena cava superior con la orejuela derecha y 
la pared lateral de la aurícula derecha (Figura I.1). El nodo SA genera unos 60-90 potenciales 
de acción (PA) por minuto que se propagan sin disminución de amplitud hasta que todas las 




auricular a una velocidad de 0.3 m/s para, a continuación, llegar al nodo aurículo-ventricular 
(AV), único punto que permite la comunicación eléctrica entre aurículas y ventrículos en 
condiciones fisiológicas. En el nodo AV, el estímulo se ralentiza antes de pasar al ventrículo 
(0.01-0.05 m/s). El impulso pasa después a las fibras de transición y al sistema de His-
Purkinje, a través del cual se conduce muy rápidamente (2-4 m/s). El haz de His se bifurca en 
una rama derecha y varias izquierdas, que acaban ramificándose profusamente en fibras de 
Purkinje, desde donde la activación se extiende por el músculo ventricular, empezando por el 
septo medio izquierdo y la base de los músculos papilares y, de ahí, al resto de los ventrículos. 
La rápida velocidad de conducción intraventricular (0.3-4 m/s) tiene como misión permitir 
que ambos ventrículos se contraigan de forma sincrónica en un corto espacio de tiempo, algo 
esencial para que se realice de forma eficaz la función de bomba (Hoffman y Cranefield, 
1960; Delpón y Tamargo, 2005). 
Para comprender este complejo mecanismo, que se repite con cada latido, es necesario 
conocer algunas propiedades de las células cardiacas tales como la excitabilidad, el 




La membrana citoplásmica es una barrera que separa dos medios acuosos de diferente 
composición. Pese a su diferente composición, tanto el medio intracelular como el 
extracelular han de cumplir el principio de neutralidad eléctrica (la suma de cargas positivas y 
negativas en el mismo medio debe ser cero) y de equilibrio osmótico (la presión osmótica 
debe ser idéntica a ambos lados de la membrana). Esta diferencia en la composición de ambos 
medios origina un gradiente de concentración que induce la difusión de moléculas desde el 
medio donde están más concentradas hacia el medio en el que lo están menos (Tabla I.1). 
Termodinámicamente, la difusión es un proceso que disminuye el orden del sistema (es decir, 
que aumenta su entropía), lo que implica que la difusión libera energía. Nernst cuantificó esta 
energía como una variación de potencial eléctrico: 
 
    ΔG = –R·T·ln([ion]e/[ion]i)     (I.1) 
 
donde ∆G es la energía de Gibbs liberada en el proceso de difusión, R es la constante 




concentraciones extra e intracelulares del ion que difunde. En el caso de una membrana 
únicamenente permeable al K+, éste difundirá desde el interior (donde está más concentrado) 
hacia el exterior de la célula (donde está menos concentrado), por lo que en el interior se 
acumularán más cargas negativas, con lo que volverá a atraer iones K+ hacia el interior de la 
célula. La energía de atracción también puede cuantificarse: 
 
    ΔG = –E·z·F       (I.2) 
 
donde E es el potencial transmembrana, z es el número de oxidación del ion en cuestión y F 
es la constante de Faraday (9.65·104 C/mol). A medida que el K+ va saliendo de la célula, el 
gradiente eléctrico se iguala al gradiente químico (de concentración) que causa la difusión: 
 
    E·z·F = R·T·ln([ion]e/[ion]i)     (I.3) 
 
Reordenando los términos de la igualdad, se obtiene la “ecuación de Nernst” (Nernst, 
1888): 
 
    E = (R·T/z·F)·ln([ion]e/[ion]i)    (I.4) 
 
El potencial al cual el flujo neto a través de la membrana de un ion es nulo recibe el 
nombre de “potencial de equilibrio” (Tabla I.1) y su valor viene dado por la ecuación de 
Nernst. 
 
Ion [Ion]e (mM) [Ion]i (mM) Potencial de equilibrio 
Na+ 135-145 12 +67 
K+ 3.5-5 155 -96 
Cl- 123 4.2 -90 
Ca2+ 1.5 10-4 nM +129 
 
Tabla I.1. Concentraciones extra e intracelulares de los principales iones en condiciones fisiológicas. Los 
potenciales de equilibrio para cada ion se han obtenido mediante la ecuación de Nernst para una temperatura de 
37ºC. 
 
La diferencia de potencial que existe a ambos lados de la membrana se denomina 
potencial de membrana (Em) y viene determinado por la concentración de iones a uno y a otro 
lado de la misma, así como por la permeabilidad de la membrana a cada ion (Hoffman y 




excitables: son capaces de variar esta diferencia de potencial generando impulsos eléctricos (o 
PA) en respuesta a un estímulo mediante el intercambio de iones entre los medios intra y 
extracelular. En el miocardio, estos impulsos se propagan para convertirse en el factor 
determinante de la contracción rítmica del corazón. El control del intercambio iónico resulta 
además esencial para evitar una excesiva presión osmótica debida a los cambios en la 
osmolaridad de ambos medios. 
 
1.1.1. Transporte de iones a través de la membrana celular 
 
En condiciones de reposo, el Na+ y el Ca2+ están más concentrados en el medio 
extracelular, mientras que el K+ y los aniones orgánicos (proteínas, ATP,…) son los que 
predominan en el medio intracelular. El transporte de iones a través de la membrana se 
produce a favor de gradiente de concentración (sin gasto de energía) o en contra de gradiente 
(y, por lo tanto, con gasto energético) y requiere de sistemas especializados de transporte 
como los canales iónicos o las proteínas transportadoras. 
Los canales iónicos son proteínas transmembrana (TM) cuyas principales funciones son: 
• Formar poros hidrófílos a través de los cuales los iones atraviesan la membrana a favor de 
gradiente de concentración y de potencial eléctrico (gradiente electroquímico), permitiendo el 
paso de iones masivamente (hasta 108 iones/s) y generando una corriente iónica. 
• Discriminar los iones que pasan a su través, gracias a un filtro de selectividad. El 
mecanismo de selectividad se basa tanto en el tamaño del ion como en su carga, de modo que 
ciertos residuos del canal se alinean en el poro e interaccionan con los iones formando 
barreras termodinámicas que favorecen el paso de unos iones frente a otros. 
• Controlar la permeabilidad de la membrana a cada ion mediante la transición entre los 
diferentes estados del canal. Entre los diferentes estados del canal se encuentran, al menos, un 
estado abierto y uno o más no conductores (estados cerrado e inactivo). Los cambios 
conformacionales de la proteína entre los distintos estados son lo que se denomina el gating 
del canal y se producen de forma muy rápida (<10 μs). Según el estímulo que origine estos 
cambios conformacionales, los canales se clasifican en canales dependientes de voltaje 
(dependen del Em), canales activados por ligando (el proceso de apertura y cierre depende de 
la unión de factores externos como hormonas o neurotransmisores) y canales operados por 
segundos mensajeros (el gating está regulado por factores intracelulares como el Ca2+ o 




presenta una serie de aminoácidos que se encuentran cargados a pH fisiológico y que se 
mueven en un campo eléctrico muy limitado y confinado en la bicapa lipídica de la membrana 
celular, originando unas corrientes que se denominan corrientes de gating (Armstrong y 
Bezanilla, 1973; Armstrong, 1974). 
Las proteínas transportadoras facilitan el movimiento de pequeñas moléculas a través de 
la membrana pero a una velocidad más lenta que la de los canales iónicos (102-104 
moléculas/s). Dentro de este grupo se encuentran proteínas como las bombas iónicas o los 
cotransportadores. 
 
1.1.2. El potencial de reposo  
 
En condiciones normales, las células musculares auriculares y ventriculares y del sistema 
especializado de conducción presentan un Em de aproximadamente -85 mV, mientras que en 
las células de los nodos SA y AV el Em es de entre -45 y -65 mV. Las células de los nodos SA 
y AV y del tejido especializado de conducción presentan una propiedad conocida como 
“automatismo intrínseco”: son capaces de generar PA en ausencia de estímulos externos. Por 
el contrario, en las células musculares auriculares y ventriculares el valor del Em se mantiene 
constante si la célula no es estimulada. A esta diferencia de potencial se le denomina 
“potencial de reposo” (PR) y está determinado por el equilibrio entre la capacidad de los 
distintos iones para atravesar la membrana a favor de su gradiente de concentración y el 
transporte activo de dichos iones en contra de su gradiente. 
Si la membrana de las células cardiacas sólo fuera permeable al K+, el Em debería alcanzar 
un valor similar al del potencial de equilibrio para el K+ (EK). Sin embargo, el valor del Em es 
menos negativo que el del EK debido a que la membrana es además permeable a otros iones. 
Cuando una membrana es permeable a varios iones, el Em depende de tres factores: la 
polaridad de la carga eléctrica de cada ion, la permeabilidad de la membrana (P) a cada ion y 
la concentración de estos iones a ambos lados de la membrana. Por tanto, la ecuación que 
define el Em en las células permeables al Na+, al Cl- y al K+, denominada “ecuación de campo 
constante” o “ecuación de Goldman-Hodgkin-Katz” (Goldman, 1943; Hodgkin y Katz, 1949), 
es: 
 























donde PK, PNa y PCl representan la permeabilidad de la membrana al K+, al Na+ y al Cl-, 
respectivamente. En esta ecuación queda representado el equilibrio entre la difusión por 
gradiente de concentración y la atracción eléctrica de los elementos con carga, estando la 
contribución de cada ion ponderada en función de su permeabilidad, de modo que si una 
célula es muy permeable al K+, el término PK dominará el valor del Em. 
 
1.1.3. El potencial de acción (PA) 
 
Hasta este momento se ha tratado la permeabilidad relativa de cada especie iónica como 
una constante. Sin embargo, no es así realmente. Un aumento rápido y transitorio de la 
permeabilidad al Na+ provocaría que el potencial de la membrana se hiciese más positivo (el 
Em se acercaría al valor del ENa, que es de aproximadamente +65 mV). Si a continuación 
aumentase de forma rápida y transitoria la permeabilidad al K+, el potencial de membrana 
tendería al EK (aproximadamente -96 mV), tal y como especifica la ecuación de Goldman. 
Los miocitos cardiacos, cuando reciben un estímulo de intensidad suficiente para superar el 
potencial umbral, generan un PA que es un estímulo “todo o nada”. La entrada de cargas 
positivas en la célula produce la despolarización, con lo que el interior de la célula va 
haciéndose más positivo (en su valor máximo, el potencial puede alcanzar valores cercanos a 
+40 mV), mientras que la salida de cargas positivas es responsable de la repolarización. Una 
vez finalizada la repolarización hay un breve periodo, denominado periodo refractario 
absoluto, en el que es imposible que un nuevo estímulo logre disparar un nuevo PA. 
En el corazón se registran PA de diversas morfologías (Figura I.1). En las células 
musculares auriculares y ventriculares y en las células del sistema de His-Purkinje la 
despolarización es debida a la rápida entrada de iones de Na+, mientras que en las células de 
los nodos SA y AV la despolarización es debida a la lenta entrada de iones de Ca2+. Por lo 
tanto, en el corazón existen células que generan PA rápidos o “dependientes de Na+” y células 
que generan PA lentos o “dependientes de Ca2+” (Tabla I.2) (Coraboeuf y Otsuka, 1956; 
Beeler y Reuter, 1977; Carmeliet y Vereecke, 1979). Además, las diferentes fases del PA 
cardiaco se corresponden con las fases del electrocardiograma (ECG). Así, la despolarización 
del PA auricular se corresponde con la onda P. El intervalo PR refleja la velocidad de 
conducción a través del nodo AV, el complejo QRS, la despolarización y velocidad de 
conducción intraventriculares y el intervalo QT, la duración de la repolarización ventricular 




que en las ventriculares, lo que constituye un mecanismo de protección que evita que los 
ventrículos puedan responder a frecuencias auriculares muy altas o a una estimulación 
prematura del corazón. Además, también existen diferencias en la morfología y duración de 
los PA de diferentes zonas del tejido auricular y ventricular, lo que ha sido atribuido tanto a la 
expresión de distintos tipos de canales iónicos en dichas zonas como a la distribución 
heterogénea de la expresión de ciertos canales (Figura I.1). 
 
1.1.3.a. PA rápidos o dependientes de Na+ 
 
Los PA rápidos o dependientes de Na+ presentan 5 fases (Figura I.2) (Hoffman y 
Cranefield, 1960; Nattel, 2002; Delpón y Tamargo, 2005). 
La fase 0 de rápida despolarización de las células miocárdicas se debe a la apertura de los 
canales de Na+ dependientes de voltaje y, por lo tanto, a la activación de la corriente rápida de 
entrada de Na+ (INa), que desplaza el potencial de membrana desde sus valores en reposo (PR 
≈-85 mV) hasta valores positivos (≈+30 mV). La activación de la INa es un proceso muy 
rápido (0.5-2 ms) y su inactivación sigue una cinética biexponencial, con un componente 
lento que se prolonga durante varios cientos de ms y que contribuye al mantenimiento de la 
fase 2 del PA. La magnitud de la INa determina la amplitud, la velocidad máxima de 
despolarización del PA y, por lo tanto, la velocidad de conducción intracardiaca (Hondeghem, 
1978; Walton y Fozzard, 1979; Hille, 2001). A continuación, comienza la repolarización 
celular, en la que se distinguen 3 fases. 
La fase 1 de rápida repolarización es consecuencia de la inactivación de la INa (paso del 
canal a una conformación no conductora) y de la activación de dos corrientes de salida de K+ 
dependientes de voltaje: la corriente transitoria (Ito1), que se activa e inactiva rápidamente y 
que juega un papel fundamental en el control de la DPA sobre todo a nivel auricular y del 
epicardio ventricular (Boyett, 1981; Josephson y cols., 1984; Giles e Imaizumi, 1988; Shibata 
y cols., 1989) y el componente ultrarrápido de la corriente rectificadora tardía, de rápida 
activación y lenta inactivación (IKur), que es específicamente auricular (Fedida y cols., 1993; 
Snyders y cols., 1993; Wang y cols., 1993). 
La fase 2 (o fase de meseta) representa el fino equilibrio entre dos corrientes de entrada, la 
INa (Rudy, 1978; Saikawa y Carmeliet, 1982; Clarkson y cols., 1984; Gintant y cols., 1984; 
Patlak y Ortiz, 1985) y la corriente de entrada de Ca2+ tipo L (ICa,L) (Nilius y cols., 1985; 




dependientes de voltaje de activación ultrarrápida (IKur), rápida (IKr), y lenta (IKs) 
respectivamente (Sanguinetti y Jurkiewicz, 1990 y 1991; Wang y cols., 1993 y 1994). 
Durante la fase 3, la inactivación de las corrientes de entrada provoca el predominio de las 
corrientes repolarizantes de K+ activadas durante la fase 2 y, como consecuencia, el Em 
alcanza de nuevo el valor del PR. Además, durante la fase final de la repolarización se 
produce la salida de K+ a través de canales que presentan rectificación interna (IK1) 
(Carmeliet, 1993; Lopatin y Nichols, 2001). En las células auriculares, el sistema His-
Purkinje y en los nodos SA y AV, la acetilcolina (ACh) y la adenosina se unen a sus 
respectivos receptores (muscarínico M2 y de adenosina A1, ambos acoplados a proteínas G 
inhibitorias) activando otra corriente que presenta rectificación interna, la corriente de K+ 
activada por acetilcolina (IK,ACh) (Sakmann y cols., 1983). La activación de la IK,ACh 
hiperpolariza el Em y acorta marcadamente la DPA (Shen y Kurachi, 1995; Pelleg y 
Belardinelli, 1993). 
La fase 4 del PA se inicia una vez que el potencial de la célula alcanza de nuevo su valor de 
reposo y finaliza al comienzo del siguiente PA. En las células musculares auriculares y 
ventriculares que no son automáticas, esta fase es isoeléctrica (el Em se mantiene constante) 
gracias principalmente a la IK1 (Carmeliet, 1993; Lopatin y Nichols, 2001; Anumonwo y 
Lopatin, 2009). El valor del PR depende también de la actividad de la ATPasa dependiente de 
Na+ y K+ y la del intercambiador Na+/Ca2+ que realizan intercambios electrogénicos y 





























Figura I.2. PA auricular rápido o “dependiente de Na+”. Representación esquemática de las distintas fases 
del PA, con las corrientes iónicas de entrada y salida implicadas en el mismo, así como las subunidades α y β 





1.1.3.b. PA lentos o dependientes de Ca2+ 
 
Los PA dependientes de Ca2+ se generan en las células de los nodos SA y AV y en las 
células de los anillos de las válvulas mitral y tricúspide y en células anormalmente 
despolarizadas (PR de ≈ -45 mV) (Reuter, 1973; Cranefield y Aronson, 1975). A este 
potencial, la INa está totalmente inactivada, por lo que la fase 0 de los PA generados en estas 




Aunque todas las células cardiacas son excitables y responden a los estímulos eléctricos 
generando PA, algunas, además, presentan actividad automática, es decir, son capaces de 
autoexcitarse y generar de forma espontánea PA. En condiciones fisiológicas, las células de 
los nodos SA y AV, de los tractos internodales auriculares y del sistema especializado de 
conducción His-Purkinje presentan actividad automática, careciendo de ella las fibras 
musculares auriculares y ventriculares (Hoffman y Cranefield, 1960). Los PA generados en 
estas estructuras presentan una fase 4 de lenta despolarización diastólica que desplaza el nivel 
del Em hasta el nivel de potencial umbral y cuando éste se alcanza, se genera un nuevo PA 
propagado. La frecuencia de disparo de una célula automática depende del potencial 
diastólico máximo, del nivel de potencial umbral y de la pendiente de la fase 4 de lenta 
despolarización diastólica. 
En condiciones fisiológicas, las células del nodo SA generan PA a mayor frecuencia que 
las restantes células automáticas (60-80 latidos/min frente a ≈15 latidos/min), por lo que 
actúan como marcapasos dominante y determinan la frecuencia cardiaca, mientras que las 




Desde hace más de 150 años se sabe que el corazón requiere cierto tiempo para recuperar 
la excitabilidad tras un primer estímulo, tiempo que se conoce como “periodo refractario” 
(Bowditch, 1871). 
En las células que generan PA dependientes de Na+, este periodo refractario viene 




estado de reposo durante la diástole (fase 4), se abren durante la fase 0 del PA y, a 
continuación, pasan a un estado inactivo no conductor (que no permite la entrada de Na+) en 
el que permanecen hasta que la repolarización alcanza valores más negativos de -50 mV. 
Durante el “periodo refractario absoluto”, la célula es incapaz de generar un PA y permanece 
inexcitable (Weidmann, 1955a; Hoffman y Cranefield, 1960; Hondeghem y Katzung, 1977). 
Conforme el potencial de membrana de la célula se repolariza entre -50 y -90 mV, cierta 
proporción de los canales de Na+ pasan del estado inactivo al estado de reposo y, por lo tanto, 
la aplicación de un estímulo eléctrico es capaz de generar una respuesta. Esta respuesta tendrá 
menor amplitud y se conducirá tanto más lentamente cuanto menor sea el tiempo transcurrido 
entre la aplicación del estímulo y el comienzo de la fase 0 del PA previo. En este periodo, 
llamado “periodo refractario efectivo”, un estímulo supraumbral puede producir una respuesta 
local, pero no un PA propagado (Hoffman y Cranefield, 1960). Le sigue otro periodo de 
tiempo durante el cual un estímulo es capaz de inducir la génesis de un PA propagado, 
denominado “periodo refractario relativo”. A este nivel, la INa todavía no se ha reactivado por 
completo, por lo que si se genera un PA prematuro, tendrá menor amplitud y menor duración 
que un PA generado cuando la célula se ha repolarizado y recuperado por completo su 
excitabilidad. Estos PA prematuros se propagan más lentamente, es decir, presentan un bajo 
factor de seguridad de la conducción, y el bloqueo de la misma propicia la aparición de 
arritmias por reentrada (Hoffman y Cranefield, 1960). La duración del periodo refractario 
cardiaco determina la máxima frecuencia de estimulación cardiaca y varía con la DPA. Las 
células auriculares presentan una menor duración del PA y del periodo refractario que las 
ventriculares (≈200 ms en las primeras frente a los ≈300 ms de las segundas), lo que explica 
por qué la frecuencia de las arritmias supraventriculares es mayor que la de las ventriculares. 
El periodo refractario, además, protege al corazón de aquellas situaciones en las que la 
frecuencia es muy rápida, y en las que, por tanto, se impide la relajación completa del 
músculo cardiaco y disminuyen su función de bomba. 
 
1.4. Propagación del impulso cardiaco 
 
La propagación del impuso cardiaco es un fenómeno complejo que depende no sólo del 
tipo, tamaño, orientación y geometría de las células cardiacas, sino también de las 
propiedades activas y pasivas de la membrana. Las propiedades activas están determinadas 




del PA. Por otro lado, la conducción del impulso cardiaco dependerá también de los factores 
que determinan el PR, el acoplamiento intercelular y las propiedades de cable de la membrana 
(resistencia y capacitancia), esto es, de las propiedades pasivas de la membrana. 
Biofísicamente, la membrana es un elemento dieléctrico que aísla dos medios 
conductores. Sin embargo, este aislamiento no es perfecto, ya que existen mecanismos de 
transporte de iones, por lo que la resistencia al paso de cargas que ofrece la membrana ante 
una diferencia de potencial es finita y mesurable. Además, el dieléctrico (en este caso, los 
fosfolípidos de la membrana) que aísla los medios extra e intracelular está sometido a una 
diferencia de potencial en la membrana, por lo que atrae cargas a las proximidades de la 
membrana (los aniones del citosol serán atraídos por el exterior positivo y los cationes del 
medio extracelular son atraídos por el interior negativo). En estas condiciones, la membrana 
está acumulando carga según la ecuación: 
 
                     Q = Em · Cm          (I.6) 
 
donde Q es la carga acumulada y Cm la capacitancia de la membrana, que depende de las 
propiedades dieléctricas de la bicapa lipídica y de la geometría de la membrana. La Cm 
impone un retraso en la variación del voltaje y en la propagación del estímulo, ya que 
cualquier variación en el Em debe vencer primero la carga acumulada en la membrana. 
Los miocitos cardiacos están unidos entre sí por los discos intercalares, que permiten el 
acoplamiento eléctrico, y por los desmosomas, uniones especializadas que facilitan el 
acoplamiento contráctil. Estas uniones permiten que el miocardio funcione como un sincitio 
funcional. Este acoplamiento se realiza a través de uniones de baja resistencia (1-3 Ω·cm2, 
unas 700 veces menor que la de la resistencia externa de la membrana), a las que se denomina 
“uniones estrechas” (gap junctions). En condiciones fisiológicas, la resistencia intracelular es 
mínima para un acoplamiento célula-célula que facilite la propagación sincrónica. 
El impulso cardiaco se genera en el nodo SA y se propaga de forma electrotónica a las células 
excitables vecinas, desplazando su nivel de Em hasta el nivel de potencial de membrana de la 
célula vecina ya excitada. Cuando esto sucede, se genera un nuevo PA, que a su vez 
despolarizará electrotónicamente las células vecinas y así sucesivamente (Figura I.3).Cuanto 
mayor sea la amplitud de la INa que genera el PA, mayor será la velocidad de conducción con 
que éste se conducirá por el miocardio y, por lo tanto, mayor será el margen de seguridad de 




INa esté parcialmente inhibida o en aquellas células que generen PA dependientes de Ca2+ el 
margen de seguridad de propagación del impulso será menor (Delpón y Tamargo, 2005). 
 
-----------------++----------------
Sentido de la conducción








Figura I.3 Representación esquemática de la propagación del impulso cardiaco. 
 
Una vez que los impulsos salen del nodo SA, se propagan con rapidez a toda la aurícula, 
produciendo la sístole auricular. A su paso a través del nodo AV, la propagación se ralentiza, 
lo que permite que la contracción auricular impulse la sangre hacia los ventrículos, 
optimizando el gasto cardiaco y reduciendo la posibilidad de que queden remanentes 
sanguíneos en la aurícula. Una vez atravesado el nodo AV los impulsos entran en el sistema 

















2. CANALES IÓNICOS DEPENDIENTES DE VOLTAJE IMPLICADOS EN EL PA 
CARDIACO HUMANO 
 
2.1. Canales de Na+ 
 
Los canales de sodio dependientes de voltaje, son esenciales para el inicio 
(despolarización) y la propagación del PA en tejidos excitables (ver apartado I.4 para una 
descripción más amplia). 
 
2.2. Canales de Ca2+ 
 
Los canales de Ca2+ dependientes de voltaje permiten la entrada de Ca2+ en respuesta a la 
despolarización de la membrana y son esenciales para acoplar las señales eléctricas en la 
superficie celular con la respuesta fisiológica a nivel celular (Nilius y cols., 1985; Bean, 
1989). Inicialmente, los canales de Ca2+ dependientes de voltaje se clasificaron según la 
magnitud de la despolarización requerida para su activación: los que requerían una fuerte 
despolarización (HVA, High Voltage Activated o Long-lasting) y los que requerían una 
despolarización menor (LVA, Low Voltage Activated). Los canales LVA son los que hoy en 
día se conocen como canales de Ca2+ tipo T, que se activan rápidamente a Em ≈-50 mV y se 
inactivan también rápidamente (Catterall y cols., 2005b; Nerbonne y Kass, 2005). Los canales 
HVA se abren cuando se despolariza la membrana hasta ≈-30 mV y su inactivación puede 
prolongarse hasta 100 milisegundos. Hasta el momento, se han identificado 5 subtipos de 
canales HVA (L, N, P, Q y R) que presentan diferentes propiedades cinéticas, biofísicas y 
farmacológicas. Sin embargo, en el miocardio humano sólo se ha demostrado la presencia de 
los canales de Ca2+ tipo L. 
Los canales tipo L presentes en los miocitos cardiacos determinan la fase de meseta del 
PA. Se localizan principalmente en los túbulos T, desde donde promueven la apertura de los 
receptores de rianodina del retículo sarcoplásmico (RyR2), con la consiguiente salida de Ca2+ 
desde el mismo (lo que se denomina “liberación de Ca2+ inducida por Ca2+”). Por su parte, los 
canales tipo T se localizan principalmente en las células auriculares y en las células 
automáticas del nodo SA y de las fibras de Purkinje, mientras que su presencia en las células 
ventriculares es mínima (Mitra y Morad, 1986; Yuan y cols., 1986; Hagiwara y cols., 1988; 




pueden participar en la regulación del automatismo cardiaco (Hagiwara y cols., 1988; Bean, 
1989; Wu y Lipsius, 1990). 
 
2.2.1. Estructura de los canales de Ca2+ 
 
Los canales de Ca2+ dependientes de voltaje son heterotetrámeros compuestos por las 
subunidades α1, β y α2/δ, y, en algunos tejidos, la subunidad γ (Bodi y cols., 2005; Catterall y 
cols., 2005b; Nerbonne y Kass, 2005; Rougier y Abriel, 2016). Hasta ahora, se han 
identificado los genes que codifican la expresión de 10 subunidades α1, 4 subunidades β, 4 
complejos α2/δ y 8 subunidades γ , aunque, a nivel cardiaco, sólo se ha demostrado la 
existencia de las subunidades reguladoras β y α2/δ. Los diferentes tipos de corriente de 
entrada de Ca2+ (ICa) se definen en función de la subunidad α1 que forma el canal, mientras 
que las subunidades reguladoras modulan su tráfico a membrana y/o las propiedades 
biofísicas de la corriente (Figura I.4) (Bodi y cols., 2005; Catterall y cols., 2005b; Nerbonne y 











• Subunidad α 
 La familia Cav1 codifica las subunidades α1 de los canales de Ca2+ tipo L, siendo la 
Cav1.2 (α1C) la que se expresa predominantemente en el corazón (Bodi y cols., 2005; 
Zamponi y cols., 2015; Rougier y Abriel, 2016). Se han identificado tres variantes de la 
isoforma Cav1.2 (Cav1.2a-c), de las que la Cav1.2a es la isoforma específicamente cardiaca. 
Por su parte, la familia Cav3 codifica las subunidades α1 (α1G y α1H) de los canales tipo T 
(Pérez-Reyes, 2003). Los canales de Ca2+ presentan una gran homología estructural con los 
canales de Na+ dependientes de voltaje. Las subunidades α1 presentan 4 dominios homólogos 
(DI a DIV), cada uno compuesto por 6 segmentos TM en α-hélice (S1 a S6) (Figura I.4). El 
canal de Ca2+ presenta 4 cargas positivas en los S4 de cada dominio, dando lugar al sensor de 
voltaje. Estos residuos cargados están altamente conservados en todas las familias de canales 
de Ca2+. También como en los canales de Na+, el lazo P que une los S5 y S6 de los cuatro 
dominios se hunde en la membrana y contribuye a formar el poro del canal. Cada uno de los 
lazos P del canal de Ca2+ contiene un residuo de glutámico (“locus EEEE”). Estos residuos 
forman una zona de alta afinidad por el Ca2+ (similar al locus DEKA de los canales de Na+) y 
forman el filtro de selectividad del canal (Mikala y cols., 1993; Klockner y cols., 1996; Koch 
y cols., 2000). 
 
• Subunidades reguladoras 
Las subunidades β son proteínas citosólicas que se ensamblan con las subunidades α1 
mediante un dominio de interacción β (DIB) que se une al dominio de interacción α (DIA) de 
la subunidad α1 (Figura I.4) (De Waard y cols., 1994; Pragnell y cols. 1994). Estas 
subunidades regulan la expresión en la membrana de los canales de Ca2+ HVA (Bichet y cols., 
2000). Además, modulan las propiedades biofísicas del canal e intervienen en la regulación 
por el pH (Schuhmann y cols., 1997) o por receptores β-adrenérgicos (Mikala y cols., 1998). 
Además, se ha descrito que las subunidades β podrían intervenir en el proceso de 
“facilitación” de la ICa,L o aumento de la amplitud de la corriente al aumentar la frecuencia de 
estimulación (Cens y cols., 1996). La subunidad β predominante en el miocardio humano es 
la Cavβ2b codificada por el gen CACNB2b (Buraei y Yang, 2010). 
 
• Subunidad α2/δ 
El complejo α2/δ está formado por la unión mediante un puente disulfuro de la subunidad 




subunidades α1 y β con las que interacciona, aunque se ha sugerido que el dominio δ 
interviene en los cambios cinéticos mientras que el domino α2 es responsable del aumento de 
la expresión del canal en la membrana (Hofmann y cols., 1994; Mori y cols. 1996). De todas 
las isoformas, la que se considera predominante en el miocardio humano es la α2δ1 
codificada por el gen CACNA2D1 (Burashnikov y cols., 2010). 
 
2.2.2. Características de la ICa,L 
 
La ICa,L registrada en miocitos cardiacos presenta un potencial umbral de activación de 
alrededor de -30 mV y alcanza su máxima amplitud entre 0 y +10 mV. La activación y la 
inactivación son relativamente lentas, alcanzándose el pico máximo al cabo de 1-5 
milisegundos (Figura I.5A).La inactivación de la corriente es un proceso dependiente del 
voltaje y de la [Ca2+]i (Kass y Sanguinetti, 1984; Lee y cols., 1985; Zhang y cols., 1994). En 
la inactivación dependiente de voltaje, el lazo DI-DII actúa como partícula bloqueante del 
canal (Kim y cols., 2004a). La inactivación debida a altas [Ca2+]i representa un mecanismo de 
retroalimentación negativo de gran importancia (Brehm y Eckert, 1978) en el que están 
implicados un motivo de unión a calmodulina (CaM) (el “motivo IQ”), un motivo en “mano 
EF” y los péptidos A y C que se encuentran en el extremo C-terminal del canal (Figura I.4) 
(Zuhlke y cols., 1999; Peterson y cols., 2000). Así, tras la despolarización y la entrada de 
Ca2+, la [Ca2+]i aumenta hasta el rango micromolar, lo que hace que el Ca2+ se una a la CaM 
asociada al canal y se promueva la inactivación y por tanto el cese de la entrada de Ca2+ al 
miocito cardiaco. Los canales de Ca2+ tipo L son también permeables al Ba2+. De tal forma 
que cuando se utiliza Ba2+ como ión conductor en lugar de Ca2+, se suprime la inactivación 
dependiente del aumento en la [Ca2+]i y por tanto la disminución de la corriente es menor y 







Figura I.5. Características de la corriente generada por los canales de calcio tipo L. (A) ICa,L registrada en 
nuestro laboratorio en miocitos auriculares humanos tras la aplicación del protocolo que se muestra en la parte 
superior. [Adaptada de Pérez-Hernández y cols., 2016]. (B) Corriente de Bario generada por los canales de 
Calcio tipo L registrada en nuestro laboratorio en células HL-1 tras la aplicación del protocolo que se muestra en 
la parte superior [Adaptada de Barana y cols., 2014]  
 
El canal de Ca2+ tipo L es una diana farmacológica muy importante para el tratamiento de 
diversas patologías. Dada la ubicuidad del Ca2+ como mensajero intracelular, los fármacos 
que inhiben la ICa,L (denominados “antagonistas del Ca2+”) están indicados en el tratamiento 
de la angina de pecho, hipertensión arterial (HTA), vasculopatías periféricas, algunas 
taquiarritmias supraventriculares y como protectores renales y cardiacos. Los antagonistas del 
Ca2+ se dividen estructuralmente en 3 grupos: las 1,4-dihidropiridinas (DHP, como el 
nifedipino), las bencilalquilaminas (como el verapamilo) y las benzotiazepinas (como el 
diltiazem). Todos ellos tienen su sitio de unión en el dominio formador del poro de la 
subunidad α (Tikhonov y Zhorov, 2008 y 2009; Cheng y cols., 2009).  
 
2.3. Canales de K+ voltaje-dependientes 
 
Los canales de K+ constituyen el grupo más heterogéneo de proteínas de membrana. Se 
distribuyen ubicuamente a lo largo de toda la escala filogenética y están presentes 
prácticamente en todas las células, donde juegan un importante papel, por ejemplo, en el 
mantenimiento del PR celular, la frecuencia de disparo de las células automáticas, la 
liberación de neurotransmisores, la secreción de insulina, la excitabilidad celular, el transporte 
de electrolitos por las células epiteliales o la regulación de la contracción del músculo liso 




A nivel cardiaco, los canales de K+ juegan un papel fundamental en el PA, ya que permiten la 
salida de K+ de la célula, lo que conduce a la repolarización celular. Las cinéticas de 
activación e inactivación de cada canal determinan su participación en el control de la 
excitabilidad celular: los canales que se activan rápidamente intervienen en la repolarización 
durante las primeras fases del PA, mientras que los canales que generan corrientes 
rectificadoras tardías que se activan lentamente participan fundamentalmente en la 
repolarización durante la fase 3. Los canales de K+ presentan una distribución heterogénea en 
función del tejido (aurícula frente a ventrículo) e incluso dentro de un mismo tejido 
(endocardio frente a epicardio). La heterogeneidad en los tipos y en la distribución de los 
canales de K+ determina la diferencia en la morfología de los PA de las distintas regiones del 
corazón (Figura I.1). Además, la expresión y las propiedades de los canales de K+ también 
pueden verse modificadas por fármacos, hormonas y diferentes enfermedades o patologías. 
 
Los principales canales de K+ voltaje-dependientes que existen en el miocardio son 
aquellos canales formados por 6 segmentos TM y 1 poro (6TM/1P) (Figura I.6). En este 
grupo se incluyen los clásicos canales de K+ voltaje-dependientes cardiacos y también los 





Figura I.6. Topología de la subunidad α de los canales de K+ voltaje-dependientes presentes en el 
miocardio pertenecientes al grupo de canales formados por 6 segmentos TM y 1 poro (6TM/1P). 
[Adaptadas de Choe, 2002] 
 
2.3.1. Canales 6TM/1P 
 
Los canales 6TM/1P agrupan a los canales de K+
 
activados por voltaje (canales Kv) y a los 




Tras el clonaje del primer canal de K+ identificado en el mutante Shaker de la mosca 
del vinagre (Jan y cols., 1983; Papazian y cols., 1987) se identificaron otras tres subfamilias 
de genes que codifican la expresión de un gran número de canales Kv a las que se denominó 
Shab, Shaw y Shal. En mamíferos, estas cuatro familias se corresponden con las familias Kv1 
(Shaker), Kv2 (Shab), Kv3 (Shaw) y Kv4 (Shal). Hasta la fecha, se han descrito doce familias 
de subunidades α Kv (Kv1 a Kv12), con una homología aminoacídica de ≈70% dentro de una 
misma familia y de ≈40% entre diferentes familias (Gutman y cols., 2005). Además, la 
diversidad funcional de los canales Kv se ve aumentada por factores como: a) la formación de 
heterotetrámeros (Christie y cols., 1990; Ruppersberg y cols., 1990; Covarrubias y cols., 
1991; MacKinnon, 1991); b) la presencia de miembros de las familias Kv5, Kv6, Kv8 y Kv9, 
que no forman canales funcionales por sí solos sino que son subunidades moduladoras que se 
ensamblan con subunidades Kv2 formando heterotetrámeros (Gutman y cols., 2005); c) la 
presencia de proteínas auxiliares, que modifican la función y/o la expresión en la membrana 
de los canales Kv (Gutman y cols., 2005); d) modificaciones postranscripcionales (splicing 
alternativo), que dan lugar a diferentes isoformas de los canales a partir de la expresión de un 
mismo gen (London y cols., 1997); y e) modificaciones postraduccionales, que regulan la 
función de muchos canales Kv mediante fosforilación, ubiquitinización, palmitoilización, 
nitrosilación, etc. (Grandi y cols., 2016; Chiamvimonvat y cols., 2016). 
 
2.3.1.a. Estructura de los canales Kv 
 
Los canales Kv están formados por cuatro subunidades α y un número variable de 
subunidades auxiliares. 
 
I. La subunidad α 
 
En los canales Kv, cada subunidad α consta de 6 segmentos TM (S1 a S6) con estructura 
de hélice α y conectados entre sí por secuencias hidrofílicas no conservadas (Figuras I.6A). La 
secuencia que conecta el S5 y el S6 se denomina región P, está formada por 20 aminoácidos, 
y se introduce en la membrana (1 nm) tapizando la parte extracelular del poro iónico (Liman y 
cols., 1991; MacKinnon, 1991; Yellen y cols., 1991; Yool y Schwarz, 1991; Whicher y cols., 
2016). El poro iónico es el sitio de unión de muchas toxinas (Doyle y cols., 1998; Morais-




(Yellen y cols., 1991; Choi y cols., 1993) y de diferentes fármacos antiarrítmicos (Yeola y 
cols., 1996) y anestésicos locales (Valenzuela y cols., 1995; Franqueza y cols., 1997; 
Caballero y cols., 2002). 
Los canales Kv son capaces de detectar los cambios de voltaje producidos en la membrana 
y acoplar esta señal a su funcionamiento (Armstrong, 1974; Sigworth, 1994; Bezanilla, 2000 
y 2002). Esta dependencia del Em se debe a la presencia en su estructura de un “sensor de 
voltaje” formado por los segmentos S1 a S4 del canal. En concreto, la secuencia de cada S4 
contiene cuatro o más residuos cargados positivamente (argininas y lisinas) que se recolocan 
en la membrana cuando el Em varía (Liman y cols., 1991; Papazian y cols., 1991), 
produciendo un movimiento de cargas a través del campo eléctrico TM que se puede medir 
experimentalmente (≈12-13 eo) (Schoppa y cols., 1992; Hirschberg y cols., 1995) y que se 
denomina “corriente de gating” (Armstrong y Bezanilla, 1973; Armstrong, 1974) 
 
II.  Subunidades auxiliares 
 
El ensamblaje de 4 subunidades α es suficiente para formar un canal funcional que genere 
una corriente iónica. Sin embargo, la presencia de subunidades auxiliares aumenta la 
diversidad funcional de los canales Kv (Figura I.7) y regula funciones como el gating y la 
expresión y/o el transporte a la membrana celular de los canales. Además, estas subunidades 
pueden servir como sitio de unión de moléculas adaptadoras o de ligandos 
exógenos/endógenos. 
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Figura I.7. Dibujo esquemático de diversos tipos de subunidades auxiliares de canales iónicos y su posición 
respecto al poro. Las subunidades α aparecen en gris y las subunidades β en rojo. (A) Ensamblaje de 4 
subunidades α Kv a través del extremo N-terminal con 4 subunidades Kvβ citosólicas. (B) Interacción del canal 
Kv4.2 con un complejo de 4 subunidades citoplásmicas KChIP. Se observa también la asociación de la 
subunidad DPPX con la subunidad α. (C) Asociación de 4 subunidades Kv7.1 con 2 subunidades minK, así 
como la formación del complejo macromolecular con la proteína adaptadora yotiao. (D) Complejo molecular 
formado por una subunidad α Kv, las subunidades auxiliares Kvβ, MiRP y KChAP y una proteína de densidad 




• Subunidades Kvβ 
La familia de las subunidades Kvβ está compuesta por tres proteínas homólogas (Kvβ1 a 
Kvβ3), así como varias isoformas de alguna de ellas (Wang y cols., 1996; Martens y cols., 
1999). Son proteínas citosólicas que se ensamblan a la subunidad α por el extremo N- 
terminal y su principal efecto es inducir una rápida inactivación de la corriente (especialmente 
las Kvβ1), aunque también se ha descrito una función tipo chaperona que podría promover o 
estabilizar la expresión de los canales en la membrana (Figuras I.7A y D) (Nakahira y cols., 
1996; Martens y cols., 1999; Wissmann y cols., 1999).  
 
• Subunidad minK y péptidos relacionados 
Hasta la fecha se han descrito 5 proteínas codificadas por genes de la familia KCNE 
(KCNE1 a KCNE5). Todas ellas presentan un único segmento TM, un dominio N-terminal 
extracelular y un dominio C-terminal intracelular (McCrossan y Abbott, 2004; Bendahhou y 
cols., 2005). 
La proteína minK (minimal K+ channel subunit) fue la primera en ser identificada 
(Takumi y cols., 1988; Murai y cols., 1989). Las siguientes subunidades auxiliares 
codificadas por genes KCNE se identificaron por homología con minK y se denominaron 
MiRP (MinK-Related Peptides) (Figura I.7D) (Abbott y cols., 1999; McCrossan y Abbott, 
2004).  
 
• Subunidad KChAP 
La subunidad KChAP (K+ Channel-Associated Protein) pertenece a la familia de 
proteínas inhibidoras del STAT activado (Signal Transducers and Activators of 
Transcription) (Wible y cols., 1998). Estas proteínas interactúan con una gran variedad de 
factores de transcripción e intervienen en procesos como la apoptosis (Wible y cols., 2002). 
La subunidad KChAP es una proteína citoplásmica que puede unirse al extremo N-terminal 
de las subunidades α Kv1, Kv2 y Kv4 (Figura I.7D) (Wible y cols., 1998; Kuryshev y cols., 
2000). 
 
• Subunidades KChIP 
Las subunidades auxiliares KChIP (Kv Channel Interacting Protein) son proteínas 
citosólicas de las que se han identificado cuatro tipos (KChIP1 a KChIP4) y diversas 




subunidades α con una estequiometría 1:1 (Figura I.7B) (Kim y cols., 2004b). La mayoría de 
las proteínas KChIP modifican la actividad del canal afectando a la cinética de inactivación 
y/o de recuperación de la inactivación (An y cols., 2000; Decher y cols., 2001; Patel y cols., 
2002; Wang y cols., 2007). 
 
• Subunidades DPPX 
Las proteínas dipeptidilpeptidasas (DPP) pertenecen a la familia de serina-proteasas no 
clásicas y son glicoproteínas de membrana con un largo extremo C-terminal extracelular 
(Wada y cols., 1992). El primer miembro identificado de esta familia fue la proteína DPP6 
(Figura I.7B), del que se ha sugerido que tiene como función regular la cinética y el tráfico a 
la membrana de los canales Kv4 (Kin y cols., 2001; Nadal y cols., 2003; Radicke y cols., 
2008), con los que interacciona siguiendo una estequiometría 1:1 (Soh y Goldstein, 2008).  
 
2.3.1.b. Principales corrientes generadas a través de canales Kv que intervienen en el PA 
cardiaco 
 
Gracias a estudios realizados con la técnica de patch-clamp en miocitos auriculares y 
ventriculares, se han podido identificar las corrientes de K+ generadas a través de canales Kv 
implicadas en el PA cardiaco, que son: la Ito1, la IKur, la IKr y la IKs. 
 
I. La Ito1 
 
La corriente transitoria está formada en realidad por dos componentes bien diferenciados, 
la Ito1 y la Ito2, donde sólo la Ito1 es una corriente de K+, ya que la Ito2 es una corriente de Cl- 
activada por Ca2+ (Siegelbaum y cols., 1977; Kenyon y Gibbons, 1979; Coraboeuf y 
Carmeliet, 1982; Hiraoka y Kawano, 1989). A su vez, existen dos fenotipos de Ito1: una Ito1 
lenta (Ito1,s) y una Ito1 rápida (Ito1,f). Ambos fenotipos se pueden distinguir en función de sus 
propiedades biofísicas, moleculares y farmacológicas (Nerbonne y Kass, 2005; 
Chiamvimonvat y cols., 2016). En cualquier caso la Ito1 es responsable de la rápida 
repolarización del PA durante la fase 1, por lo que determina la altura y la duración de la fase 






La Ito1 se activa (alcanza su máxima amplitud en 5-20 milisegundos) e inactiva 
rápidamente (Figura I.8), siendo su reactivación también muy rápida (≈50 milisegundos) 
(Litovsky y Antzelevitch, 1988; Fermini y cols., 1992). La amplitud de la Ito1 es dependiente 
de la frecuencia cardiaca, por lo que su papel en la DPA es más importante a frecuencias 
cardiacas lentas.  
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Figura I.8. Características de la Ito1. (A) Ito1 registrada en miocitos auriculares humanos en nuestro laboratorio 
tras la aplicación del protocolo que se muestra en la parte superior de la figura. (B) Detección por PCR de los 
distintos tipos de canales que generan la Ito1 auricular humana (panel superior) y representación de la expresión 
relativa de su ARN mensajero (ARNm) (panel inferior). En el panel superior, la flecha corresponde a la banda de 
control interno. (C) Corriente generada por canales Kv4.3 registrada en células CHO tras la aplicación del 
protocolo que se muestra en la parte superior. [Adaptadas de Gómez y cols., 2008 (A), Bertaso y cols., 2002 (B) 
y Caballero y cols., 2004 (C)]  
 
En el miocardio humano (Escande y cols., 1987; Beuckelmann y cols., 1993; Näbauer y 
cols., 1993; Varro y cols., 1993; Wettwer y cols., 1993), la densidad de la Ito1 es ≈6 veces 
mayor en el tejido auricular y en las fibras de Purkinje que en el ventrículo, mientras que 
dentro de éste, la Ito1 presenta un gradiente transmural de expresión (epicardio > células M > 
endocardio, siendo ≈3-4 veces mayor en el epicardio que en el endocardio) (Wettwer y cols., 
1994; Näbauer y cols. 1996; Li y cols., 1998). Además, se observa un patrón de expresión 
para los dos fenotipos de la Ito1 según la región del miocardio que se estudia: la Ito1,s se 
expresa fundamentalmente en regiones que presentan una DPA más prolongada (endocardio, 
ventrículo izquierdo, septo y ápex), mientras que la Ito1,f se expresa mayoritariamente en 
regiones epicárdicas, ventrículo derecho y en la base del corazón (Oudit y cols., 2001; 
Tamargo y cols., 2004; Niwa y Nerbonne, 2010). 
Se ha propuesto que los canales que generan la Ito1,s están formados por tetrámeros de 
subunidades Kv1.4 (Oudit y cols., 2001; Tamargo y cols., 2004; Niwa y Nerbonne, 2010) 




1996). Por el contrario los canales que generan en el miocardio humano la Ito1,f están 
formados por subunidades Kv4.3 (Dixon y cols., 1996; Kong y cols., 1998; Dilks y cols., 
1999). En este caso diversas subunidades auxiliares parecen formar parte del canalosoma que 
genera la Ito1,f incluyendo las subunidades KChIP2 (Bähring y cols., 2001; Kuo y cols., 2001; 
Rosati y cols., 2001), MiRP1 y MiRP2 (Zhang y cols., 2001; Deschênes y Tomaselli, 2002; 
Lundby y Olesen, 2006; Radicke y cols., 2006; Delpón y cols., 2008) y DPP6 (Radicke S y 
cols., 2008). 
 
II. La IKur 
 
Las células auriculares humanas, pero no las ventriculares (Figura I.9A) (Wang y cols., 
1993; Li y cols., 1996b), presentan una corriente de salida de K+ denominada IKur que se 
activa en el rango de potenciales de la fase de meseta del PA (Snyders y cols., 1993; Wang y 
cols., 1993; Amos y cols., 1996; Feng y cols., 1998a). Su exclusiva presencia auricular 
contribuye a que la DPA en este tejido sea más breve que en el ventricular (Feng y cols., 
1998b; Tamargo y cols., 2009) y la convierte en una posible diana terapéutica para el 
desarrollo de nuevos fármacos para el tratamiento de arritmias auriculares (Brendel y Peukert, 
2002; Nattel, 2002; Tamargo y cols., 2009). 
 
La IKur se activa rápidamente (<10 milisegundos) y su inactivación, dada la lentitud del 
proceso, se considera mínima en condiciones fisiológicas (Figura I.9) (Apkon y Nerbonne, 
1991; Wang y cols., 1993; Li y cols., 1996b; Tamargo y cols., 2004; Caballero y cols., 
2010b). Sin embargo, la recuperación de la inactivación también es muy lenta, lo que tiene 
gran importancia para explicar la dependencia de frecuencia de esta corriente a potenciales de 












Figura I.9. Características de la IKur. (A) IKur registrada en miocitos auriculares humanos (MAH) tras la 
aplicación del protocolo que se muestra en la parte superior. Tras aplicar el mismo protocolo en miocitos 
ventriculares humanos (MVH), la IKur no aparece. (B) Detección por PCR de canales Kv que generan corrientes 
tipo IKur en muestras auriculares humanas (panel superior) y representación de la expresión relativa del ARNm 
de cada uno (panel inferior). En el panel superior, la flecha corresponde a la banda del control interno. (C) 
Corriente generada por canales Kv1.5 humanos expresados en células Ltk- tras la aplicación del protocolo que se 
muestra en la parte superior de la figura. [Adaptadas de Li y cols., 1996b (A), Bertaso y cols., 2002 (B) y Gómez 
y cols., 2005 (C)] 
 
La IKur humana es generada por tetrámeros de subunidades Kv1.5 asociados a subunidades 
Kvβ1 (Nattel y cols., 1999). Curiosamente la proteína Kv1.5 se expresa en igual proporción 
en aurícula y en ventrículo humano, aunque sólo genera canales funcionales en la aurícula 
(Fedida y cols., 1993; Wang y cols., 1993; Li y cols., 1996b).  
 
III. La IKr  
 
El componente rápido de la corriente de salida de K+ con rectificación tardía contribuye a 
la fase 3 de la repolarización y juega un importante papel en el control de la DPA y del 
periodo refractario (Hancox y cols., 1998; Zhou y cols., 1998; Tseng, 2001; Tamargo y cols., 
2004). La importancia de la IKr se ha puesto de manifiesto gracias a diferentes patologías en 
las que se producen mutaciones tanto en la subunidad α (Sanguinetti y cols., 1995 y 1996a) 
como en las subunidades β (Abbott y cols., 1999), que se pueden manifestar como el 
Síndrome de QT largo (SQTL) congénitos o adquiridos (Splawski y cols., 2000; Tamargo, 
2000) y que se han relacionado con un aumento del riesgo de sufrir arritmias. Además, la IKr 
es la diana terapéutica de los antiarrítmicos de clase III (Sanguinetti y Jurkiewicz, 1990; 






III.a. Características de la IKr 
 
Con la despolarización del Em, la amplitud de la IKr va aumentando progresivamente hasta 
alcanzar un máximo a potenciales entre 0 y +10 mV. A potenciales más positivos, la amplitud 
disminuye debido a que la inactivación del canal tiene lugar más rápidamente que la 
activación (Figura I.10) (Sanguinetti y Jurkiewicz, 1990; Li y cols., 1996a; Spector y cols., 
1996b; Smith y cols., 1996; Hancox y cols., 1998; Tseng, 2001; Caballero y cols., 2003; 
Amorós y cols., 2011; Caballero y cols., 2017). Sin embargo, cuando la repolarización 
alcanza valores de Em negativos (en la fase 3 del PA), los canales que generan la IKr se 
recuperan rápidamente de la inactivación y vuelven a entrar en el estado abierto (la velocidad 
de recuperación de la inactivación a través del estado abierto es más rápida que la de 
deactivación), lo que da lugar a una corriente de gran tamaño que facilita la repolarización 
final del PA (Figura I.10) (Hancox y cols., 1998; Zhou y cols., 1998; Tseng, 2001). Por todo 
ello, el grado de activación de la IKr durante la fase 2 viene determinado por la dependencia de 
voltaje y de tiempo de la activación de los canales, mientras que en la fase 3 su participación 
está determinada por la recuperación de la inactivación y la deactivación de los mismos 
(Tseng, 2001). Tanto las características biofísicas como la distribución de los canales que 
generan la IKr son específicas de cada especie. Así, la densidad de la IKr en el miocardio 
humano es mayor en el ventrículo que en la aurícula, mientras que en la rata y el cobayo 
ocurre lo contrario (Sanguinetti y Jurkiewicz, 1991; Pond y cols., 2000; Tseng, 2001; 
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Figura I.10. Características de la IKr. (A) Corriente registrada en miocitos ventriculares humanos en ausencia 
({) y en presencia (z) de E-4031 tras la aplicación del protocolo que se muestra en la parte superior (a la 
izquierda) y componente sensible al E-4031 (la IKr, a la derecha). (B) Registro de la corriente generada por 
subunidades Kv11.1 registrada en células CHO tras la aplicación del protocolo que se muestra en la parte 
superior. Se muestran las transiciones entre las diferentes conformaciones del canal (A: Activo. C: Cerrado. I: 
Inactivo). (C) Representación esquemática de los distintos estados del canal Kv11.1. [Adaptadas de Li y cols., 
1996a (A), Caballero y cols., 2003 (B) y Sanguinetti y Tristani-Firouzi, 2006 (C)] 
 
III.b. Composición de los canales que generan la IKr  
 
La IKr es generada por tetrámeros de la subunidad α Kv11.1 (antiguamente denominada 
hERG, human ether-à-go-go related gene) (Sanguinetti y Jurkiewicz, 1990 y 1991) de la cual 
existen, al menos, dos isoformas debidas a modificaciones postranscripcionales en su extremo 
N-terminal (hERG1a y hERG1b) con diferentes propiedades biofísicas (London y cols., 1997; 
Wang y cols., 2000). Se acepta que ambas isoformas se ensamblan en el miocardio para 
formar un canal heterotetramérico (Jones y cols., 2004). Existen datos experimentales que 
sugieren que las subunidades minK (codificada por KCNE1) y, principalmente, MiRP1 
(KCNE2) forman parte de los canales que generan la IKr, sin embargo, la estequiometría de 
subunidades α y β y su posible distribución tejido-específica en el miocardio humano no ha 
sido identificada todavía. Algunos autores sugieren que MiRP1 se expresa exclusivamente en 




2013), y no en las células auriculares o ventrículares, lo que pone en duda el papel de esta 
subunidad en la formación de los canales que generan la IKr.  
 
IV. La IKs 
 
El componente lento de la corriente de salida de K+ con rectificación tardía participa 
fundamentalmente en la fase 3 de los PA auriculares y ventriculares (Delpón y cols., 1995; 
Jespersen y cols., 2005; Tamargo y cols., 2004; Caballero y cols., 2010). La importancia de la 
IKs en la repolarización se pone de manifiesto porque las mutaciones en los genes que 
codifican los canales que generan esta corriente están relacionadas con la aparición de 








Figura I.11. Características de la IKs. (A-C) Corrientes registradas en células de mamífero transfectadas sólo 
con las subunidades minK (A) y Kv7.1 (B) o con ambas subunidades a la vez (C). [Adaptadas de Sanguinetti y 
cols., 1996b]  
 
IV.a. Características de la IKs 
 
La IKs se activa a potenciales más positivos de -30 mV, alcanza la mitad de su activación 
máxima a +20 mV y presenta una amplitud hasta 10 veces mayor que la de la IKr cuando su 
activación es máxima (Sanguinetti y Jurkiewicz, 1990; Kurokawa y cols., 2001). La cinética 
de activación de la IKs es muy lenta y su amplitud máxima en estado estable sólo se alcanza 
con despolarizaciones extremadamente largas (Mitcheson y Sanguinetti, 1999), mientras que 




es la principal responsable del control de la DPA ventricular a frecuencias rápidas, ya que, al 
aumentar la frecuencia cardiaca, los canales que generan la IKs tienen menos tiempo para 
deactivarse y se acumulan en el estado abierto, propiciando una repolarización más rápida y el 
acortamiento de la DPA (Jurkiewicz y Sanguinetti, 1993; Delpón y cols., 1995). 
 
IV.b. Composición de los canales que generan la IKs 
 
Cuatro subunidades α Kv7.1 (antiguamente denominada KvLQT1) se ensamblan a través 
del dominio C-terminal con dos subunidades auxiliares minK para generar una corriente que 
se activa lentamente y cuyas características se corresponden con la IKs nativa (Figura I.11C) 
(Barhanin y cols., 1996; Sanguinetti y cols., 1996b; Chen y cols., 2003a; Schmitt y cols., 
2000). Sin embargo cada una de las subunidades por separado no genera corrientes similares a 



















3. CANALES QUE GENERAN CORRIENTES CON RECTIFICACIÓN INTERNA  
 
Los canales de K+ rectificadores internos (Kir) presentan una estructura 2TM/1P, es decir, 
están formados por la asociación de 4 subunidades α, que constan únicamente dos segmentos 
TM que se encuentran tapizando el poro iónico. Estos canales desempeñan varias funciones 
importantes como el control de la señalización neuronal, el PR y la frecuencia cardiaca o la 
liberación de insulina. Desde un punto de vista evolutivo, los canales 2TM/1P son los más 
antiguos y su estructura recuerda a los S5 y S6 de los canales Kv (Figura I.12A). Sin 
embargo, los canales Kir carecen de un dominio sensor de voltaje equivalente al de los 
canales Kv (S1 a S4), lo que concuerda con los estudios electrofisiológicos que demuestran 





Figura I.12. Estructura básica y árbol filogenético de los canales Kir. (A) Estructura primaria de una 
subunidad de canales Kir (izquierda). Cada subunidad Kir contiene dos regiones TM (TM1 y TM2), un loop 
formador del poro (H5), y un NH2 y COOH terminal citosólico. Para permitir la comparación se muestra a la 
derecha la estructura de una subunidad de canales Kv (B) Análisis filogenético y de la secuencia de aminoácidos 
de 15 subunidades conocidas de canales Kir humanos. Estas subunidades pueden ser clasificadas en 4 grupos 
funcionales [Adaptadas de Hibino y cols., 2010] 
 
3.1. Una familia de canales de K+ con rectificación interna 
 
En 1949, Bernard Katz (Katz, 1949) identificó la presencia en las fibras de músculo 
esquelético una nueva corriente de K+ cuya amplitud aumentaba a potenciales más negativos 
del EK y disminuía con potenciales despolarizantes. 
En los años siguientes, se demostró la presencia de corrientes con características similares 
(“rectificadoras internas” ver más adelante) en el músculo cardiaco de diferentes especies 
(Weidmann, 1955; Hutter y Noble, 1960; Rougier y cols., 1968; Mascher y Peper, 1969; 




interna. Pero no fue hasta los años 90, con el auge de las técnicas de biología molecular, 
cuando se consiguieron clonar los primeros canales que generaban este tipo de corrientes (Ho 
y cols., 1993; Kubo y cols., 1993a y 1993b) y describir los mecanismos moleculares de la 
rectificación interna (Fakler y cols., 1994; Ficker y cols., 1994; Lopatin y cols., 1994; Fakler 
y cols., 1995).  
Tras el clonaje de los primeros canales Kir (Ho y cols., 1993; Kubo y cols., 1993a y 
1993b), se han identificado muchas más proteínas pertenecientes a esta familia de canales. 
Además, se ha unificado la nomenclatura de los genes que codifican las proteínas que forman 
los canales Kir, que han sido nombrados como KCNJ. Actualmente, la familia de canales Kir 
se compone de 7 subfamilias (Kir1 a Kir7) (Tabla I.2), con distintas propiedades, diferente 
distribución y más o menos bien definidas funciones fisiológicas para cada una de ellas (Kubo 
y cols., 2005). Las proteínas Kir presentan entre 327 y 501 aminoácidos y una homología 
estructural de entre un 30 y un 40%, mientras que dentro de cada subfamilia el grado de 
homología llega a alcanzar el 60%. 
 
Familia Corriente Proteína Gen Cromosoma Localización 
Kir1 (ROMK)  Kir1.1-1.3 KCNJ1 17q25 Riñón, corazón, 
páncreas 
IK1 Kir2.1 KCNJ2 17q23.1-24.2 Corazón, SNC, ME, 
ML, pulmón, placenta, 
riñón 
IK1 Kir2.2 KCNJ12 17p11.1 Corazón 
IK1 Kir2.3 KCNJ4 22q13.10 Corazón, SNC, ME 
 Kir2.4 KCNJ14 19q13.1-13.3 Corazón, SNC, retina 
 Kir2.5 - - Corazón (Carassius carassius) 
Kir2 (IRK) 
 Kir2.6 KCNJ18 17p11.2 ME 
IK,ACh Kir3.1 KCNJ3 2q24.1 Corazón, cerebelo 
 Kir3.2 KCNJ6 21q22.13-22.2 Corazón, páncreas 
 Kir3.3 KCNJ9 1q21-23 SNC 
Kir3 (GIRK) 
IK,ACh Kir3.4 KCNJ5 11q24 Corazón, páncreas 
 Kir4.1 KCNJ10 1q22-q2 Glía Kir4 (BIR10) 
 Kir4.2 KCNJ15 21q22.2 Riñón, pulmón, SNC 
Kir5  Kir5.1 KCNJ16 17q23.1-24.2 SNC, SNP 
IK,ATP Kir6.1 KCNJ8 12p11.23 Heterogénea Kir6 
IK,ATP Kir6.2 KCNJ11 11p15.1 Heterogénea 
Kir7  Kir7.1 KCNJ13 2q37 SNC, riñón, tiroides 
 
Tabla I.2. Familias de canales de K+ 2TM/1P en mamíferos. ME: Músculo esquelético. ML: Músculo liso. 





Los canales Kir se pueden dividir en 4 grupos: los canales que participan en el 
mantenimiento del PR (Kir2), los canales acoplados a proteínas G (Kir3), los canales 
sensibles a ATP (Kir6) y los canales transportadores de K+ (Kir1, Kir4 y Kir7) (Figura I.12B). 
En el corazón, hay tres corrientes con rectificación interna. La principal de ellas es la IK1 
cuya densidad es mayor en el ventrículo que en la aurícula. Por el contrario, la IK,ACh, una 
corriente activada por la estimulación del receptor muscarínico M2, presenta mayor densidad 
en el tejido auricular que en el ventrícular. La IKACh también está, presente en los nodos AV y 
SA, donde juega un papel muy importante en la regulación vagal de la frecuencia cardiaca. La 
tercera corriente es la regulada por las concentraciones intracelulares de ATP y ADP (IK,ATP) 
(Lopatin y Nichols, 2001; Anumonwo y Lopatin, 2010). 
 
3.2. La rectificación interna en los canales Kir 
 
Los canales iónicos se pueden considerar como resistencias eléctricas situadas en la 
membrana plasmática que pasan cargas en forma de iones entre dos compartimentos (los 
medios intra y extracelular). Dada una resistencia la relación entre la intensidad de la corriente 
y el voltaje es lineal y se describe mediante la ley de Ohm (conductancia óhmica): 
 
Intensidad=Voltaje / Resistencia   (I.7) 
 
Las corrientes que presentan rectificación interna no tienen una relación I-V lineal puesto 
que en un rango de voltaje de entre -60 y -20 mV (dependiendo del canal y las 
concentraciones de K+ intra y extracelulares) se produce una reducción muy marcada de la 
amplitud de la corriente (“pendiente negativa”) (Figura I.13A). A potenciales más positivos 
de -20 mV la amplitud de la corriente se mantiene en valores mínimos). Como resultado los 
canales de K+ que presentan rectificación interna generan una corriente de entrada de gran 
amplitud a potenciales más negativos del EK, mientras que a potenciales más positivos 















Figura I.13. Características de la rectificación interna en la IK1. (A) Relación I-V de la corriente IK1. Se 
muestra el EK y la corriente esperada si el comportamiento del canal siguiese la ley de Ohm (línea punteada). 
(B) Efectos de la [K+]e sobre la IK1. [Adaptadas de Dhamoon y Jalife, 2005] 
 
Atendiendo a la intensidad de la rectificación interna podemos dividir los canales Kir  
como “muy rectificadores” (strong inward rectifiers) o “poco rectificadores”. Los 
rectificadores fuertes presentan una “pendiente negativa” y generan corrientes similares a las 
originalmente descritas por Katz en músculo esquelético (Katz, 1949). Sólo los canales Kir2 y 
Kir3 se ajustan a la definición de canales muy rectificadores, mientras que el resto (Kir1 y 
Kir4 a Kir7) son poco rectificadores (Lopatin y Nichols, 2001; Anumonwo y Lopatin, 2010). 
 
Otra propiedad exclusiva de estas corrientes es que la rectificación interna presenta 
dependencia de la [K+]e. En concreto, un aumento de la [K+]e produce una despolarización del  
EK, un aumento de la probabilidad de apertura y el desplazamiento hacia potenciales más 
positivos de la relación I-V (en paralelo al desplazamiento del EK), dando lugar a un 
fenómeno de “sobrecruzamiento” (crossover) entre las relaciones I-V obtenidas para cada una 
de las diferentes [K+]e (Figura I.13B). Una importante consecuencia de este fenómeno es que 
la amplitud de la corriente aumenta a potenciales más positivos del punto de 
“sobrecruzamiento” en lugar de disminuir, como sería de esperar debido a la reducción de la 








3.2.1. Mecanismos moleculares de la rectificación interna  
 
Hace 40 años, Clay Armstrong sugirió que la rectificación interna podría deberse al 
bloqueo dependiente de voltaje del poro iónico por una molécula cargada positivamente, y 
que la disociación de este bloqueante de su sitio de unión al canal por el K+ extracelular 
explicaría la anómala dependencia de la [K+]e que presenta la corriente de salida (Armstrong, 
1969). A finales de los años 80, se demostró que el Mg2+ intracelular puede ocasionar la 
rectificación interna de la IK1 en miocitos ventriculares a través del bloqueo del poro del canal 
(Matsuda y cols., 1987; Vanderberg, 1987), aunque el bloqueo voltaje-dependiente producido 
por el Mg2+ no era suficiente como para explicar la rectificación interna (Oliva y cols., 1990; 
Martin y cols., 1995). A partir de entonces, diversos trabajos demostraron que las propiedades 
básicas de la rectificación interna se podían explicar por el potente bloqueo dependiente de 
voltaje producido por una familia de cationes orgánicos intracelulares denominados 
poliaminas (espermina, espermidina y putrescina) (Fakler y cols., 1994; Ficker y cols., 1994; 
Lopatin y cols., 1994; Fakler y cols., 1995). 
Las poliaminas están presentes en todos los tipos celulares y sus concentraciones 
intracelulares alcanzan el rango milimolar bajo (Cohen, 1998). Sin embargo, sólo las 
poliaminas libres originan la rectificación de los canales Kir (Yan y cols., 2005) y la mayoría 
de las poliaminas se encuentran unidas a diferentes moléculas intracelulares como el ADN, el 
ARN o el ATP (Watanabe y cols., 1991). Entre las poliaminas, la espermina (tetravalente) es 
la más potente a la hora de ocasionar rectificación interna, seguida de la espermidina 
(trivalente) y la putrescina (divalente) y la cadaverina (divalente) (Figura I.14C) (Lopatin y 
cols., 1994; Baronas y cols., 2014). De acuerdo por tanto con el conocimiento actual, la 
rectificación interna es consecuencia de la entrada de poliaminas y Mg2+ en el interior del 
poro iónico que son repelidos desde interior celular por la despolarización. Por el contrario la 
hiperpolarización del interior celular atrae a las poliaminas y el Mg2+ lo que produce su 
disociación de sus sitios de unión en el poro. 
 
3.2.2. Determinantes moleculares de la rectificación interna 
 
Se han identificado varios aminoácidos que resultan críticos en la rectificación de los 
canales Kir. Entre ellos destacan un ácido aspártico localizado en el M2 a la altura de la 




Stanfield y cols., 1994; Yang y cols., 1995a) y dos ácidos glutámicos localizados en la 
porción citoplásmica (correspondientes a los residuos E224 y E299 en la subunidad Kir2.1) 
(Yang y cols., 1995a; Kubo y Kurata, 2001; John y cols., 2004).  
Se ha demostrado que las poliaminas se unen con gran afinidad a un sitio de unión en el 
que participa el D172 y que se encuentra próximo al filtro de selectividad, mientras que el 
anillo acídico formado por el E224 y el E299 constituye un sitio de unión de baja afinidad 
(Figura I.14D) (Xie y cols., 2003; John y cols., 2004). Sin embargo, estos residuos no son los 
únicos responsables de la rectificación y, de hecho, se ha demostrado la implicación de otros 
residuos cargados (los ácidos aspárticos en las posiciones 255 y 259, principalmente) (Pegan 
y cols., 2005; Fujiwara y Kubo, 2006; Kurata y cols., 2007; Baronas y cols., 2014). 
 
Se ha relacionado la cantidad de cargas negativas presentes en la cavidad hidrófila del 
poro con el grado de rectificación que presenta el canal (Pegan y cols., 2005). Así, los canales 
que presentan mayor rectificación (Kir2) presentan 5 cargas negativas (los residuos D172, 
E224, D255, D259 y E299 en Kir2.1) mientras que un canal poco rectificador como es el 
Kir6.2 sólo presenta una de estas cargas. Sin embargo, la cantidad de cargas negativas no es 
capaz de explicar por sí sola el fenómeno de la rectificación ya que existen excepciones, como 
el canal Kir4.1 (muy rectificador, aunque presenta “sólo” 3 cargas) (Fakler y cols., 1996a) o el 
canal Kir7.1 (poco rectificador, aunque también presenta 3 cargas) (Döring y cols., 1998). 
Diversos autores han propuesto mecanismos diferentes para explicar la rectificación 
(Aleksandrov y cols., 1996; Lee y cols., 1999) ya que existen ciertos detalles del mecanismo 
de bloqueo, como el origen de la dependencia de voltaje de la rectificación (Shin y Lu, 2005) 






Figura I.14. Determinantes moleculares de la rectificación interna inducida por poliaminas. (A) Vista 
cenital de la región del poro citoplásmico de Kir2.1, con los residuos E224 y E299 orientados hacia el poro y 4 
moléculas de diamina (DA8) unidas a ellos. (B) Representación esquemática de la geometría de la región del 
poro citoplásmico en la que se muestran las distancias intra e intermoleculares entre los residuos E224 y E299. 
(C) Poliaminas naturales. (D) Estructura general de los canales Kir. Recuadradros en rojo se encuentran el filtro 
de selectividad y los residuos D172, E224, E299, D259 y D255. (E) Modelo de coordinación entre el sitio de 
unión de las poliaminas en el poro TM (D172) y los sitios de unión en el poro citoplásmico (E224 y E299). 






3.3. Estructura de los canales Kir 
 
Atendiendo a su secuencia, los canales Kir presentan una homología mayor que la de 
otros canales de K+. Esta homología no se reduce sólo a los segmentos TM (como ocurre en 
los canales Kv, por ejemplo), sino que se extiende desde aproximadamente 40 aminoácidos 
antes del primer segmento TM (denominado M1) hasta alrededor de 200 aminoácidos más 
allá del segundo segmento TM (denominado M2), lo que significa casi los dos tercios de la 
proteína y sugiere que estas regiones se encuentran formando una estructura organizada, 
posiblemente con una función común para todos los canales Kir. 
 
• Dominio TM  
Los primeros canales 2TM/1P cristalizados fueron los canales bacterianos KcsA (Doyle y 
cols., 1998) y MthK (Jiang y cols., 2002a y 2002b). La estructura resuelta para ambos canales 
demuestra que están formados por cuatro subunidades α dispuestas simétricamente alrededor 
de un poro central. En cada subunidad se observan dos segmentos TM con una estructura de 
hélice α (M1 y M2) y segmentos N- y C-terminales intracelulares. El M1 y el M2 están 
conectados por una secuencia de aproximadamente 30 aminoácidos (“lazo P”) en la que se 
encuentra una porción con estructura en hélice α (denominada H5) y el filtro de selectividad 
del canal (Doyle y cols., 1998; Jiang y cols., 2002a y 2002b). El segmento M2 tapiza la luz 








Figura I.15. Canales 2TM/1P. (A) Estructura del canal Kir2.2. Cada una de las cuatro subunidades del 
tetrámero aparece en diferente color. (B). Filtro de selectividad del canal Kir2.2. (C) Filtro de selectividad de la 
quimera Kv1.2-Kv2.1. En B y C, carbono (amarillo); nitrógeno (azul); oxígeno (rojo); sulfuro (verde); esferas 






Posteriormente, se resolvió la estructura de los canales bacterianos KirBac1.1 (Kuo y 
cols., 2003) y KirBac3.1 (Kuo y cols., 2005), muy similares a los canales anteriormente 
descritos pero con una pequeña hélice adicional (“slide helix”) situada en el extremo N-
terminal del M1 y paralela a la membrana plasmática. 
En 2009 se consiguió resolver la estructura completa del canal Kir2.2 de pollo (Figura 
I.15A) (Tao y cols. 2009). Fue la primera vez que se conseguía cristalizar la estructura 
completa de un canal Kir eucariota, que comparte un grado elevado de homología tanto con 
canales Kir2 humanos como con KirBac1.1 (Figura I.16). Posteriormente en 2011 se 
resolvería la estructura de este mismo canal en su configuración abierta unida a PIP2 
(fosfatidilinositol-4,5-bifosfato) (Hansen y cols. 2011). 
Pese a la pequeña diferencia entre los radios atómicos del K+ (1.33 Å) y del Na+ (0.95 Å), 
los canales de K+ son capaces de discriminar entre ambos iones con una selectividad superior 
a 1000 veces y conseguir una velocidad de conducción de ≈108 iones/s. El filtro de 
selectividad se encuentra en una región del lazo P formada por una secuencia de aminoácidos 
(T/SxxTxGYG) altamente conservada en todos los canales de K+ denominada “secuencia de 
selectividad al K+” (Figura I.15B y C) (MacKinnon y Yellen, 1990; Heginbotham y cols., 
1994; Tao y cols., 2009). A excepción de los aminoácidos que forman el filtro de selectividad, 
los aminoácidos que forman parte de las paredes del poro son hidrofóbicos para minimizar la 
interacción electrostática del K+ con el canal y crear una ruta de baja resistencia que permita 
fácilmente el paso del ion hidratado desde el citoplasma hasta la cavidad central, donde 
alcanza una concentración muy elevada (≈2 M) (Zhou y cols., 2001). 
Una vez en la cavidad central, el ion K+ pierde su capa de solvatación para acceder al 
filtro de selectividad. Para compensar el coste energético que supone la deshidratación del ion 
al atravesar el filtro, los átomos de oxígeno de los radicales carbonilos de los residuos 
TxGYG hacen las veces de moléculas de agua, de manera que, durante su paso a través del 
filtro de selectividad, los iones K+ se encuentran rodeados de 8 átomos de oxígeno en una 
disposición similar a la que adoptan las moléculas de agua que rodean a los iones K+ en el 
medio acuoso (Figura I.15B y C) (Roux y MacKinnon, 1999; Zhou y MacKinnon, 2003). 
Además, el filtro de selectividad presenta una longitud de ≈12 Å, por lo que se ha postulado 
que a lo largo del filtro pueden llegar a encontrarse 2 iones K+ (≈2.7 Å) (Morais-Cabral y 
cols., 2001; Zhou y MacKinnon, 2003), de manera que la entrada del segundo ion produciría 




selectividad por el primer ion K+ y así producir su salida hacia el espacio extracelular (Doyle 
y cols., 1998). 
 
• Dominio citoplásmico  
La estructura cristalizada del canal KirBac1.1 se complementa con la de los dominios 
intracelulares de los canales de mamífero Kir3.1 (Nishida y MacKinnon, 2002; Pegan y cols., 
2005) y Kir2.1 (Pegan y cols., 2005). Ambas estructuras comprenden una pequeña porción 
del extremo N-terminal (aminoácidos del 41 al 64 del Kir2.1 y del 41 al 63 del Kir3.1) y el 
extremo C-terminal casi completo (aminoácidos del 189 al 428 del Kir2.1 y del 189 al 371 del 
Kir3.1) (Nishida y MacKinnon, 2002; Pegan y cols., 2005). Además, ambos dominios 
citoplásmicos fueron cristalizados en ausencia de PIP2, un mediador intracelular muy 
importante en la regulación de la actividad de los canales Kir, por lo que se ha propuesto que 
estas estructuras representan el estado cerrado del canal (Nishida y MacKinnon, 2002; Pegan 
y cols., 2005). Finalmente en 2011 se pudo cristalizar el canal Kir2.2 de pollo unido a PIP2 
mostrando la configuración más abierta del canal (Hansen y cols., 2011), y comparando con 
los resultados obtenidos de Kir2.2 en su configuración cerrada (Tao y cols., 2009) se propuso 
un mecanismo de activación de éste canal por PIP2 (Hansen y cols., 2011). 
El dominio citoplásmico de los canales Kir está formado por aminoácidos de las cuatro 
subunidades del tetrámero y forma un poro central que permite el paso de los iones K+ 
conocido como “poro citoplasmático”. La longitud del poro citoplásmico de los canales Kir 
es, al menos, la misma que la del poro que forman los segmentos TM (Figura I.14), lo que 
hace que estos canales presenten dos poros en “tandem” con una longitud total que es 
aproximadamente el doble de la de otros canales de K+ (≈60 Å) (Nishida y MacKinnon, 2002; 
Pegan y cols., 2005). Además, diferentes estudios han permitido determinar que el diámetro 
del poro citoplásmico es de ≈20 Å en estado abierto (Lu y cols., 1999) y de entre 7 y 15 Å en 
estado cerrado (Nishida y MacKinnon, 2002), es decir, lo suficientemente amplio como para 
permitir la presencia de los iones hidratados en su interior en ambos casos.  
Las estructuras resueltas muestran una elevada organización en los dominios citoplásmicos de 
los canales Kir3.1, Kir2.1 y Kir2.2 (Nishida y MacKinnon, 2002; Pegan y cols., 2005; Tao y 
cols., 2009), habiéndose descrito la presencia de 2 hélices α (αA y αB) y 14 segmentos β (βA 
a βN) (Figura I.16). Básicamente, en cada subunidad se distinguen tres elementos: dos 
láminas β (formadas por los segmentos βD, βE, βH y βI la primera y por los segmentos βB, 




lámina β (formada por los segmentos βA, βL y βM) que se dispone en el exterior, cerca de la 
cara interna de la membrana (Pegan y cols., 2005; Tao y cols., 2009). En esta tercera lámina, 
cada uno de los 4 segmentos βA, localizados en los extremos N-terminales (Figura I.16), 
interacciona con el extremo C-terminal de una subunidad vecina, por lo que se ha sugerido 









Figura I.16. Alineamiento de las secuencias de varios canales Kir. Residuos clave en canales Kir. La 
estructura secundaria está señalada encima de las secuencias. En rojo (residuos acídicos), verde (cisteínas que 
forman puentes disulfuro), cian (puerta de activación de la hélice interior), púrpura (residuos conservados entre 
las torretas de los canales Kir eucariotas), naranja (Filtro de selectividad), y amarillo (residuos críticos para la 
interacción canal-PIP2) [Adaptada de Tao  y cols., 2009]. 
 
La parte más estrecha del dominio citoplásmico (2.8-5.7 Å) la constituyen dos lazos que 
se encuentran mirando hacia el poro, formados por los aminoácidos que se localizan entre los 
segmentos βC y βD (el “lazo CD”) y entre los segmentos βH y βI (el “lazo G”) (Figura I.16), 
y que se disponen como un anillo alrededor del eje del poro (Figura I.14B). Curiosamente, 
ambos lazos se encuentran precedidos por un residuo glicina (la Gly215 antes del lazo CD y 
la Gly300 antes del lazo G, según la numeración de Kir2.1), lo que sugiere que son secuencias 




Kir2.1 y Kir3.1, los lazos G de ambos canales presentan conformaciones diferentes, lo que 
confirma que se trata de estructuras suficientemente flexibles como para permitir los cambios 
conformacionales que tienen lugar con la activación del canal (Pegan y cols., 2005; Tao y 
cols., 2009). 
En el canal Kir2.1, la alanina en posición 306 que se encuentra en la parte superior del 
lazo G constituye el punto de mayor estrechez del poro citoplásmico. Según las estructuras 
cristalizadas de los dominios intracelulares de Kir2.1 y Kir3.1, la apertura del poro iónico a 
este nivel no es lo suficientemente amplia como para permitir el paso de ningún ión K+, lo que 
parece confirmar que ambas estructuras representan el estado cerrado del canal. Estudios de 
mutagénesis demuestran que la sustitución de esta alanina por cualquier otro aminoácido más 
voluminoso da como resultado canales no funcionales, posiblemente por cambios en la 
conformación del lazo P que impiden estéricamente el paso de iones K+ a través del poro 
(Pegan y cols., 2005; Tao y cols., 2009). 
Los aminoácidos del lazo G parecen importantes tanto en la regulación de los canales Kir 
ya que, por ejemplo, la sustitución de la Cys311 del canal Kir2.1 por residuos polares (serina), 
cargados (arginina) o alifáticos (alanina) reduce la probabilidad de apertura y modifica el 
gating del canal Kir2.1 (Garneau y cols., 2003); por promover cambios alostéricos en el filtro 
de selectividad o por modificar la afinidad por el PIP2 (Lu y cols., 2001; Garneau y cols., 
2003; Pegan y cols., 2005). Cabe destacar que tanto la propafenona como la flecainida se 
unen a esta Cys311 del canal Kir2.1 produciendo un aumento de la IKir2.1  y de la IK1 ventricular 
pero en Kir2.2 y en Kir2.3 no se produce tal unión pues estos canales carecen de dicha 
cisteína en posición análoga (Figura I.20). Por lo tanto ni flecainida ni propafenona aumenta 
la IKir2.2 o la IKir2.3 (Caballero y cols., 2010a; Amorós y cols., 2013; Gómez y cols., 2014). 
La cavidad central del poro citoplásmico presenta una alta concentración de residuos con 
carga negativa (Nishida y MacKinnon, 2002; Pegan y cols., 2005), entre los que destacan dos 
anillos acídicos: el primero formado por dos ácidos glutámicos (E224 y E299), y el segundo, 
por dos ácidos aspárticos (D255 y D259) (Figura I.14). Como se ha mencionado previamente, 
ambos anillos están implicados en la rectificación interna que presentan estos canales (Xie y 
cols., 2003; John y cols., 2004; Pegan y cols., 2005; Fujiwara y Kubo, 2006; Kurata y cols., 
2007). Dada la longitud del poro citoplásmico y la concentración de cargas negativas que 
presenta, Nishida y MacKinnon (2002) han propuesto la posibilidad de que se puedan 
concentrar varios iones K+ en esta región del poro. Como no existen sitios específicos de 




largo del poro (Nishida y MacKinnon, 2002). Con la despolarización de la membrana, se 
produciría la entrada en el poro de una molécula de poliamina (cargada positivamente) desde 
el medio intracelular, lo que desplazaría los iones K+ hacia el poro TM y, de ahí, al medio 
extracelular. Posteriormente, la interacción de la poliamina con sus sitios de unión bloquearía 
el poro completamente, impidiendo el paso de más iones K+ (Nishida y MacKinnon, 2002). 
Este mecanismo explicaría algunas de las características de la rectificación interna 
relacionadas con la dependencia de voltaje del bloqueo producido por poliaminas y cationes 
intracelulares (Lopatin y cols., 1994; Domene y cols., 2003). 
La hélice α presente en el extremo C-terminal del dominio citoplásmico (la hélice αB) 
protruye hacia el interior celular (Figura I.14D) (Nishida y MacKinnon, 2002). La porción del 
extremo C-terminal que se extiende más allá del segmento βN (donde se incluye esta hélice 
αB) presenta una homología mucho menor entre los diferentes canales Kir que el resto de la 
proteína, por lo que se puede descartar una función común de esta región para todos ellos. Sin 
embargo, si se compara la secuencia de esta hélice αB de los miembros de una misma 
subfamilia, la homología sigue siendo muy elevada, por lo que se ha propuesto que puede 
estar participando en las interacciones del canal con otras proteínas o mediadores 
intracelulares. Esto ocurre, por ejemplo, para los 4 canales Kir regulados por proteínas G 
(canales Kir3.1-Kir3.4) (Yamada y cols., 1998), por lo que se ha sugerido que esta región 
podría participar en la regulación de los canales Kir3 por proteínas G (Albsoul-Younes y 
cols., 2001; Nishida y MacKinnon, 2002). 
Más allá de la hélice αB, la estructura del extremo C-terminal no ha podido ser 
cristalizada, lo que indica que esta región presenta una estructura extremadamente flexible y 
desordenada y/o que para formar una estructura rígida precisa de la presencia del extremo N-
terminal completo (las estructuras de los dominios citoplásmicos cristalizados carecen de los 
40 primeros aminoácidos de este extremo) (Ma y cols., 2011) o de otras proteínas 
citoplásmicas con las que interacciona (Pegan y cols., 2005). A este respecto, en esta región 
se ha identificado un dominio PDZ de interacción con proteínas de anclaje a la membrana 
(PSD-95, SAP102, PSD-93, SAP97, sintrofinas) (Cohen y cols., 1996; Nehring y cols., 2000; 








3.4. Principales corrientes cardiacas generadas a través de canales Kir 
 
Dentro de la familia de canales Kir, las subfamilias Kir2, Kir3 y Kir6 son las que se 
expresan en el tejido cardiaco: los canales Kir2 participan en la formación de los canales que 
generan la IK1 (Lopatin y Nichols, 2001; Anumonwo y Lopatin, 2010), las subunidades Kir3.1 
y Kir3.4 (pertenecientes al grupo de canales acoplados a proteínas G) forman el canal que 
genera la IK,ACh, responsable de los efectos cronotrópicos e inotrópicos negativos observados 
tras la estimulación vagal (Yamada y cols., 1998; Stanfield y cols., 2002), y las subunidades 
Kir6 heteromerizan con el receptor de sulfonilureas (SUR) para formar los canales que 
generan la corriente sensible a ATP (IK,ATP), responsable del acortamiento de la DPA que 
ocurre durante la isquemia (Nichols y cols., 1996; Seino y Miki, 2003). En este apartado I.3.4 
describiremos la IK,ATP y la IK,ACh y en el siguiente apartado (I.3.5) detallaremos la IK1. 
 
3.4.1. La IK,ATP 
 
3.4.1.a. Características de la  IK,ATP y composición de los canales que la generan 
 
El canal KATP ventricular es el resultado de la asociación de 4 subunidades α Kir6.2 con 4 
subunidades auxiliares SUR2A (Yokoshiki y cols., 1998; Seino y Miki, 2003; Foster y 
Coetzee, 2016), mientras que en la aurícula parece que podrían asociarse subunidades Kir6.2 
también a subunidades SUR1 (Nichols y cols., 2013; Foster y Coetzee, 2016). Se ha descrito, 
que en el sistema de conducción los canales KATP podrían estar formados también por 
subunidades Kir6.1 (Bao y cols., 2011). Las subunidades α Kir6 están formadas por 2 
segmentos TM (M1 y M2) y son las que confieren al canal la capacidad de ser regulado por el 
ATP (Tucker y cols., 1996). Las subunidades auxiliares SUR2A tienen 3 dominios TM 
(TMD0, TMD1 y TMD2) y 2 dominios de unión a nucleótidos, NBD1 y NBD2 (Nucleotide 
Binding Domain), localizados en el lazo de unión entre TMD1 y TMD2 y en la región C-
terminal, respectivamente (Figura I.17) (Conti y cols., 2001; Seino y Miki, 2003). Estas 
subunidades son las que confieren al canal la sensibilidad al ADP, a las sulfonilureas y a los 
“activadores” del canal (Yokoshiki y cols., 1998; Moreau y cols., 2000; Seino y Miki, 2003; 




La hidrólisis del ATP en los dominios NBD de las subunidades SUR2A produce la activación 
del canal y permite el paso de K+ a través de la subunidad α Kir6.2 (Yokoshiki y cols., 1998; 





Figura I.17. Estructura de los canales KATP. Modelo estructural del canal KATP cardiaco formado por 4 
subunidades Kir6.2 (en rojo y amarillo) y 4 subunidades SUR2A (en azul). Cada subunidad Kir6.2 está formada 
por 2 segmentos TM en α-hélice y un largo dominio citoplásmico con el sitio de unión para el ATP. Cada 
subunidad SUR2A contiene 3 dominios TM (TMD0, TMD1 y TMD2) y 2 dominios de unión a nucleótidos 
(NBD1 y NBD2) localizados en el lazo de unión entre TMD1 y TMD2 (L1) y en el extremo C-terminal. 
[Adaptada de Moreau y cols., 2005] 
 
3.4.1.b. Regulación de la IK,ATP 
 
Los canales KATP permiten acoplar el Em al metabolismo celular (Yokoshiki y cols., 1998; 
Seino y Miki, 2003; Foster y Coetzee, 2016) puesto que los canales son regulados por el 
cociente ATP/adenosín disfosfato (ADP). La IK,ATP se inhibe cuando aumenta el ATP 
intracelular, mientras que se activa por el ADP (Yellen, 2002). Sin embargo, diversos factores 
como otros nucleótidos difosfato, el lactato o algunos radicales libres derivados del O2 pueden 
producir la desensibilización del canal, es decir, la pérdida de su capacidad para ser regulado 
por el ATP (Yokoshiki y cols., 1998; Seino y Miki, 2003; Foster y Coetzee, 2016). Además, 
al igual que en los canales Kir2.1, el canal KATP está regulado por el PIP2 y otros lípidos de 
membrana. El PIP2 interactúa directamente con dos residuos arginina del extremo C-terminal 
de la subunidad Kir6.2 (R176 y R177), estabilizando el estado abierto del canal y 
antagonizando la inhibición producida por el ATP (Fan y Makielski, 1997; Lopatin y Nichols, 
2001). En el mecanismo de rectificación de la IK,ATP intervienen Mg2+ y Na+ intracelular 
(Horie y cols., 1987) además de las poliaminas que bloquean el canal de forma dependiente 






3.4.2. La IK,ACh 
 
A principios del siglo XX, Otto Loewi describió que la liberación de ACh producida tras 
la estimulación vagal disminuía la frecuencia cardiaca (Loewi, 1921; Loewi y Navaratil, 
1926). Posteriormente, el grupo del Prof. Trautwein analizó la cinética de la IK inducida por 
ACh en el nodo SA de conejo y propusieron que la ACh activaba una población específica de 
canales (a los que llamaron KACh) que retrasaba la actividad marcapasos del nodo SA (Noma 
y Trautwein, 1978; Osterrieder y cols., 1981). 
 
3.4.2.a. Características de la IK,ACh  
 
La densidad de los canales KACh es muy alta en las células marcapaso de los nodos SA 
(donde regula la frecuencia cardiaca) y AV (Mark y Herlitze, 2000). Además, juega un papel 
importante en el control de la DPA en el tejido auricular, donde la densidad de la IK,ACh es 6 
veces mayor que en el ventricular (Schram y cols., 2002). 
La ACh estimula los receptores muscarínicos M2 y produce la apertura de los canales 
KACh que generan una corriente que se caracteriza principalmente por una activación de 
cinética sigmoidal dependiente de tiempo y de la dosis de agonista, por lo que se tardan 
cientos de milisegundos en alcanzar la amplitud máxima de la corriente (Breitwieser y Szabo, 
1988). Posteriormente, y aunque la ACh esté todavía presente, se produce la disminución 
gradual de la corriente hasta que se alcanza un nivel cercano al estado estable, denominado 
“quasi-steady-state” (Qss) (Figura I.18A y B) (Kurachi y cols., 1987). 
La apertura de los canales KACh inducida tras la estimulación del receptor M2 está mediada 
por una proteína G. La estimulación del receptor produce la disociación del complejo Gα-
GDP, lo que permite la formación del complejo Gα-GTP que, a su vez, promueve la 
disociación del dímero Gβγ de la subunidad Gα. El dímero Gβγ es la molécula que interactúa 


























Figura I.18. Características de la IK,ACh y estructura de los canales KACh. (A) Curso temporal de la IK,ACh 
inducida por el agonista de receptores muscarínicos carbacol (CCh). Tras la estimulación con CCh se alcanza un 
pico de corriente cuya amplitud disminuye como consecuencia de la rápida desensibilización alcanzándose un 
nivel de corriente denominado “quasi-steady-state” (Qss). (B) Curva I-V en situación control y tras la aplicación 
de CCh. (C) Esquema representativo de la estructura de la subunidad Kir3.1, formada por 2 segmentos TM (M1 
y M2) cuyos extremos N- y C-terminal son intracelulares y que están unidos entre si por el lazo H5. Se indican 
los sitios de unión de proteínas G y de PIP2. (D) Representación esquemática del proceso de activación del canal 
KACh por proteínas G en respuesta a la activación del receptor muscarínico M2 tras la unión de ACh. [Adaptadas 
de Dobrev y cols., 2005 (A-B) y Yamada y cols., 1998 (C-D)] 
 
La activación de la IK,ACh hiperpolariza el Em y reduce la frecuencia de disparo de las 
células del nodo SA, lo que explica su efecto cronotrópico negativo. Además, reduce la 
frecuencia de disparo y la velocidad de conducción a través del nodo AV, lo que explica por 
qué la estimulación vagal puede parar las taquiarritmias por reentrada intranodal (Snyders, 
1999; Tamargo y cols., 2004). 
 
3.4.2.b. Composición de los canales que generan la IK,ACh 
 
En el corazón humano, los canales que generan la IK,ACh están formados por el ensamblaje 
de subunidades Kir3.1 y Kir3.4, que forman una estructura tetrámerica siguiendo una 
estequiometría 2:2 (Dascal y cols., 1993; Krapivinsky y cols., 1995; Yamada y cols., 1998), 
mientras que la presencia de Kir3.2 y Kir3.3 es mínima o incluso nula (Wickman y cols., 
1998). Se ha postulado que la subunidad Kir3.1 requiere de la presencia de la subunidad 




hecho, se ha demostrado que los ratones Kir3.4-/- presentan una disminución de proteína 
Kir3.1 y una total ausencia de la IK,ACh en el corazón (Wickman y cols., 1998). Las regiones 
N- y C-terminales de la subunidad Kir3.1 son las responsables de la unión del dímero Gβγ al 
canal, aunque se ha propuesto que el extremo N-terminal de la subunidad Kir3.4 también 
participa en esta unión (Huang y cols., 1995; Tucker y cols., 1996). 
 
3.4.2.c. Regulación de la IK,ACh 
 
La IK,ACh es estimulada por el ATP intracelular, el PIP2 y por agonistas de los receptores 
μ-opioides, α2-adrenérgicos, de adenosina A1 (esto explica el porqué la administración 
intravenosa de adenosina se utiliza parar detener las taquiarritmias por reentrada intranodal) y 
de endotelina ETA e inhibida por la distensión de la membrana (dependiente de la subunidad 
Kir3.4) y la acidificación del medio intracelular (Ji y cols., 1998; Shieh y cols., 2000; 
Tamargo y cols., 2004). 
La inhibición farmacológica de la IK,ACh puede ser directa (flecainida y propafenona) o 
indirecta vía los receptores muscarínicos M2 (isopiramida, procainamida, quinidina o 
verapamilo) (Ito y cols., 1989; Inomata y cols., 1993). Tanto el Ba2+ como el Cs+ aplicados 
extracelularmente inhiben la IK,ACh de manera dependiente de voltaje (Carmeliet y Mubagwa, 
1986). 
 
3.5. La IK1 
 
Hace más de 50 años, cuando la técnica de fijación de voltaje con dos microelectrodos 
estaba apenas empezando a desarrollarse, uno de sus pioneros, Silvio Weidmann (Weidmann, 
1955b), demostró que en las fibras de Purkinje del corazón de oveja existía una corriente 
rectificadora interna (denominada posteriormente IK1) similar a la que Bernard Katz había 
descrito en músculo esquelético en 1949 (Katz, 1949). Posteriormente se describieron 
corrientes con propiedades de rectificador interno en trabéculas y músculos papilares de 
ventrículo de perro (Mascher y Peper, 1969; Beeler y Reuter, 1970), así como en tejido 
auricular (Rougier y cols., 1968). Estos primeros estudios describían también el papel de la 
IK1 en el mantenimiento del PR de los miocitos cardiacos (Hutter y Noble, 1960; Hall y cols., 





3.5.1. Rectificación interna y excitabilidad cardiaca 
 
A potenciales más negativos que el PR, la IK1 presenta una conductancia mucho mayor 
que cualquier otra corriente, por lo que es la corriente encargada de fijar el PR cerca del EK. 
Cuando se genera un PA los canales se mantienen cerrados durante toda la fase de meseta y se 
abren a potenciales más negativos que -20 mV, por lo que la IK1 contribuye también forma 
crítica a la repolarización durante el final de la fase 3 (Lopatin y Nichols, 2001; Anumonwo y 
Lopatin, 2010). 
De hecho, Zaritsky y cols. demostraron que la ausencia de la IK1 en ratones a los que se 
abolía los dos alelos del gen KCNJ2 (ratones Kir2.1-/-) produce una despolarización del PR y 
un aumento de la actividad espontánea en miocitos ventriculares que se acompaña de una 
prolongación de la DPA (Zaritsky y cols., 2000 y 2001). De la misma forma, en ratones 
transgénicos  a los que se les suprimía la IK1 en un 90% mediante la transfección de un 
dominante negativo de Kir2.1 (Kir2.1-AAA), que forma canales no funcionales porque tiene 
mutado el filtro de selectividad, produce una prolongación de la DPA y de los intervalos QRS 
y QT (McLerie y Lopatin, 2003). Sorprendentemente, el PR de los miocitos ventriculares de 
estos ratones no se modificaba (McLerie y Lopatin, 2003). En corazones de cobayos en los 
que también se suprimía la IK1 mediante la transfección de Kir2.1-AAA, se observó además 
actividad automática en algunos miocitos y, en los registros del ECG, latidos prematuros de 
origen ventricular (Miake y cols., 2002 y 2003).  
Por el contrario, en ratones transgénicos que sobreexpresan Kir2.1, el aumento de la IK1 
produce un acortamiento significativo de la DPA y arritmias tanto auriculares como 
ventriculares (Li y cols., 2004; Piao y cols., 2007b). Noujaim y cols. han demostrado que este 
aumento de la IK1 permite la estabilización de los frentes espirales de reentrada de alta 
frecuencia (denominadas rotores), actividad que se suprimía con la administración de 
concentraciones bajas de Ba2+, un inhibidor de la IK1 (Noujaim y cols., 2007).  
Cada vez hay más evidencias de que una excesiva heterogeneidad en la repolarización es 
un factor que determina la aparición de inestabilidad eléctrica en el corazón, insistiendo en la 
importancia del papel que juega la IK1 en la estabilidad eléctrica cardiaca. En este sentido, 
estudios realizados en corazones de cobayo sugieren que el gradiente existente entre el 
ventrículo izquierdo y el derecho en la amplitud de la IK1 puede contribuir a la perpetuación 
de las arritmias por reentrada en el ventrículo en el cuál la densidad es mayor (el izquierdo) 




fundamental para la terminación de arritmias ventriculares inducidas en corazones de 
animales de esta misma especie (Warren y cols., 2003). Asimismo, experimentos en los que 
se suprimen/sobreexpresan los canales Kir2.1 en un cultivo en monocapa de cardiomiocitos 
neonatales de rata han demostrado la importancia de la heterogeneidad de la IK1 en la génesis 
y mantenimiento de los circuitos de reeentrada (Sekar y cols., 2009). 
La marcada e inusual dependencia de la [K+]e que presenta la IK1 es otro de los 
mecanismos por el que esta corriente participa en la regulación de la excitabilidad cardiaca. 
La actividad normal del corazón conlleva grandes variaciones de la [K+] en el reducido 
espacio intercelular (entre 0.01 y 5 μM) (Kline y Morad, 1976; Kline y cols., 1980). Es más, 
en las fibras de Purkinje, la [K+]e puede sufrir un aumento transitorio con cada latido hasta 
alcanzar concentraciones en el rango milimolar (Kline y cols., 1980) e incluso existen 
regiones o estructuras celulares, como los túbulos T, donde la acumulación de K+ puede llegar 
a ser mayor (Almers, 1972; Clark y cols., 2001). El incremento de la IK1 asociado a esos 
aumentos transitorios de la [K+]e tiene consecuencias en la actividad eléctrica cardiaca, 
modificando, por ejemplo, la DPA o la propagación del impulso cardiaco (Kline y cols., 1980; 
Coulombe y Coraboeuf, 1983; Nygren y Giles, 2000). 
Por último, a pesar de que está ampliamente descrito el papel de la IK1 en la fase final de 
la repolarización del PA y su participación en la onda T del ECG, se desconoce qué corriente 
es la responsable (o cuáles, en el caso de que hubiera más de una) de la aparición de la onda 
U. Sin embargo, recientemente, el análisis de los ECG de pacientes portadores de diferentes 
mutaciones en el gen KCNJ2 (Kir2.1) ha sugerido que la amplitud de la onda U viene 
determinada por la densidad de la IK1 (Postema y cols., 2009). 
 
3.5.2 Densidad de la IK1 en los distintos tejidos cardiacos  
 
En todas las especies estudiadas la densidad de la IK1 es mucho mayor en el tejido 
ventricular que en el auricular (Shah y cols., 1987; Giles e Imaizumi, 1988; Varro y cols., 
1993; Melnyk y cols., 2002; Dhamoon y cols., 2004) exceptuando en el ratón (Lomax y cols., 
2003). Las propiedades de la rectificación de la IK1 también varían entre células ventriculares 
y auriculares, ya que a potenciales despolarizantes la corriente de salida de K+ es 
prácticamente nula en células auriculares, mientras que en las ventriculares su amplitud es 
mucho mayor (Giles e Imaizumi, 1988; Koumi y cols., 1995a). Estas diferencias en la 




cámaras sea distinta. En este sentido, Melnyk y cols. demostraron la expresión preferencial de 
los canales Kir2.3 frente a los Kir2.1 en los miocitos auriculares de perro, mientras que en el 
tejido ventricular ocurría lo contrario (Melnyk y cols., 2002). Estos resultados coinciden con 
los descritos para el tejido miocárdico humano. Gaborit y cols. demostraron que la expresión 
de canales Kir2.3 es máxima en el tejido auricular mientras que es residual en el tejido 
ventricular humano. Por el contrario la expresión de canales Kir2.1 en el tejido ventricular 
humano es muy alta (Gaborit y cols., 2007) lo que sugiere que en él los canales Kir2.1 forman 
homotetrámeros. Otras hipótesis que explicarían las diferencias en la densidad de la IK1 y la 
intensidad de la rectificación entre tejido auricular y ventricular es que los canales de los dos 
tejidos presenten diferente sensibilidad a las poliaminas o que las concentraciones 
intracelulares de poliaminas sean diferentes en aurículas y ventrículos (Lopatin y Nichols, 
2001; Anumonwo y Lopatin, 2010).  
La densidad de la IK1 es también diferente en ambos ventrículos y en las distintas regiones 
de un mismo ventrículo. De manera general, la IK1 es mayor en el ventrículo derecho que en el 
izquierdo (Brunet y cols., 2004; Panama y cols., 2007), aunque existen excepciones como el 
cobayo, donde es justo al contrario (izquierdo > derecho) (Warren y cols., 2003). En el 
ventrículo izquierdo del ratón, la densidad de la IK1 es mayor en miocitos apicales que en 
miocitos epicárdicos (Brunet y cols., 2004), mientras que en el ventrículo izquierdo de gato, la 
IK1 es mayor en las células endocárdicas que en las epicárdicas (Furukawa y cols., 1992). 
La densidad de la IK1 es pequeña en las células del nodo SA de ratón y de rata (Shinagawa 
y cols., 2000; Cho y cols., 2003) e indetectable en las mismas células de conejo (Shinagawa y 
cols., 2000). La menor presencia de la IK1 en las células del nodo SA permite el desarrollo de 
la actividad automática y que el potencial diastólico máximo esté relativamente despolarizado 
(≈-50 mV) (Schram y cols., 2002).  
En prácticamente todos los tipos celulares cardiacos en los que se ha registrado la IK1, se 
ha identificado la presencia de canales Kir en el sarcolema (Anumonwo y Lopatin, 2010). La 
presencia de dichos canales en los túbulos T es indiscutible, ya que la pérdida de los túbulos T 
que se produce a corto plazo en miocitos en cultivo se acompaña de una reducción 
significativa de la IK1 (Lipp y cols., 1996; Mitcheson y cols., 1996; Christe, 1999). Estos 
resultados se han visto confirmados además mediante experimentos en los que se estudia el 
efecto de la acumulación/depleción de K+ en los túbulos T sobre la corriente. Clark y cols. 
han demostrado que en miocitos ventriculares de ratón se produce un aumento significativo 




(con el consiguiente aumento de la [K+]e), lo que es consistente tanto con la acumulación de 
K+ en el espacio intercelular como con la localización de la IK1 en el restringido espacio de los 
túbulos T (Clark y cols., 2001). Además, el marcaje mediante anticuerpos específicos para 
canales Kir2.1, Kir2.2 y Kir2.3 demuestra la localización de éstos en los túbulos T de los 
miocitos ventriculares (Clark y cols., 2001; Leonoudakis y cols., 2001; Melnyk y cols., 2002).  
 
3.5.3. Propiedades de los canales Kir2 
 
Hasta la fecha se han clonado 5 miembros de la familia Kir2 (Kir2.1, 2.2, 2.3, 2.4 y 2.6) 
en mamíferos. La expresión de los canales Kir2.4 en el corazón es mínima (sólo se ha 
demostrado su presencia en las neuronas miocárdicas) (Liu y cols., 2001). La expresión de 
Kir2.6 únicamente se ha demostrado en músculo esquelético (Ryan y cols., 2010), y la de 
Kir2.5 no se ha demostrado hasta la fecha en mamíferos (Hassinen y cols., 2008). 
 
 
Subunidad Conductancia (pS) Sensibilidad al 
Ba2+ 
Sensibilidad al pH 
extracelular 
Sensibilidad al pH 
intracelular 
Kir2.1 20-31 ++ - + 
Kir2.2 34-42 +++ - + 
Kir2.3 10-14 + +++ +++ 
Kir2.4 ≈15 + +++ ? 
Kir2.6 ≈34 ? ? ? 
 
Tabla I.3. Propiedades de los canales Kir2 expresados en sistemas heterólogos. La diferencia en la 
sensibilidad al Ba2+ y al pH entre los canales Kir2 va desde los muy sensibles (+++) hasta los poco (+) o nada (-) 
sensibles. Tanto las sensibilidades de Kir2.6 al Ba2+, al pH extra e intracelular como la sensibilidad de Kir2.4 al 
pH intracelular no han sido determinadas todavía experimentalmente. 
 
Los miembros de la subfamilia Kir2 presentan diferentes características que se resumen en 
la (Tabla I.3). Exceptuando los canales Kir2.2 y 2.6 que guardan una gran homología en su 
secuencia (99%) y presentan conductancias muy similares, el resto de canales Kir2.x 
presentan conductancias específicas que los diferencian entre si (Kubo y cols., 1993a; 
Morishige y cols., 1993; Makhina y cols., 1994; Morishige y cols., 1994; Perier y cols., 1994; 
Raab-Graham y cols., 1994; Takahasi y cols., 1994; Wible y cols., 1995; Töpert y cols., 1998; 
Choe y cols., 2000; Liu y cols., 2001; Ryan y cols., 2010) y diferencias en la sensibilidad al 
Ba2+ (Liu y cols., 2001; Preisig-Muller y cols., 2002; Schram y cols., 2003), y al pH 
intracelular (Qu y cols., 2000; Collins y Larson, 2002) y extracelular (Hughes y cols., 2000; 







Figura I.19. Cinética de activación de los canales Kir2. (A-B) Trazos representativos de corrientes generadas 
por los canales Kir2.1 (A) y Kir2.3 (B) registrados al aplicar pulsos entre -130 y -30 mV desde un potencial de 
fijación de -30 mV. Los ajustes a una función exponencial para obtener la constante cinética de la activación 
(τact) se muestran superpuestos a los trazos de corriente. (C) Comparación de las τact de los diferentes canales 
Kir2 a -115 mV. [Adaptadas de Panama y Lopatin, 2006] 
 
Las subunidades Kir2 presentan también diferentes cinéticas de activación (Figura I.19). 
La apertura de los canales Kir cardiacos tras la hiperpolarización de la membrana se 
caracteriza por una fase casi instantánea (activación) seguida de una ligera caída de la 
corriente dependiente del tiempo producida por cationes extracelulares. La amplitud de ambas 
fases depende del tipo de canal y de las condiciones experimentales empleadas, pero, en 
general, la cinética de activación viene determinada principalmente por la cinética de 
disociación de las poliaminas (y, mayoritariamente, de la espermina) de su sitio de unión en el 
canal, además de depender en gran medida del Em y de la [K+]e. La constante cinética de 
activación (τact) es similar en los canales Kir2.1 y Kir2.2 (≈0.5-2 ms), mientras que es ≈7-9 
veces mayor en los canales Kir2.3 (Figura I.19) (Panama y Lopatin, 2006; Panama y cols., 
2007). 
 
3.5.4. Composición de los canales que generan la IK1  
 
Como ya se ha mencionado, Gaborit y cols. describieron el año 2007 de forma detallada el 
patrón de la expresión de los diferentes miembros de la subfamilia Kir2 (excepto Kir2.4) en 
los distintos tejidos cardiacos humanos (Gaborit y cols., 2007). Estos autores encontraron 
diferencias significativas en el patrón de expresión entre el epicardio y el endocardio del lado 
derecho del corazón para las subunidades Kir2.1 (expresión más elevada en el endocardio 
derecho), para Kir2.2 (expresión más elevada en el epicardio derecho) y para Kir2.3 
(expresión más elevada en el endocardio derecho) (Tabla I.4). Asimismo, se han encontrado 
diferencias en la expresión de las diferentes subunidades Kir2.x en las fibras de Purkinje 




derecha (Kir2.3 > Kir2.2 > Kir2.1) y en la aurícula izquierda (Ki2.2>Kir2.3>Kir2.1) (Gaborit  
y cols., 2007) (Tabla I.4). Aunque estos resultados contradicen los que se habían obtenido en 
un estudio anterior (Wang y cols., 1998). 
 
 AI (n=7) VI (n=7) EpiI (n=7) EndoI (n=7) AD (n=5) VD (n=5) EpiD (n=8) EndoD (n=8) FP (n=8) 
 media EEM media EEM media EEM media EEM media EEM media EEM media EEM media EEM media EEM 
Kir2.1 45.3 9.9 144.9 30.6 132.8 20.4 131.7 19.3 49.8 7.3 200.6 25.8 125.9 18.6 165.5 22.9 72.6 10.2
Kir2.2 304.1 37 177.7 29.7 187.9 38.6 163.2 43.2 116.5 25.3 125 21.6 83 5.4 61.4 7.8 46.8 6.6 
Kir2.3 88 11.2 163.6 29.8 109.9 25.9 132.7 21.8 213.1 41.2 106.1 25.8 51.7 12.2 75.8 7 61.6 10.8
 
Tabla I.4. Niveles de expresión de los canales Kir2.x en corazón humano. A (aurícula); V (ventrículo); I 
(izquierdo); D (derecho); Epi (epicardio); Endo (endocardio); FP (fibras de Purkinje). Cada condición se expresa 
en media ± EEM de la expresión relativa (2-ΔCt) obtenida para cada gen frente a HPRT (hipoxantina-guanina-
fosforribosil-transferasa) (x100). [Adaptada de Gaborit y cols., 2007] 
 
Para averiguar la composición de los canales que generan la IK1 se han llevado a cabo 
diferentes aproximaciones, entre ellas, diferenciar la presencia de los distintos tipos de canales 
en función de su conductancia. En miocitos auriculares y ventriculares, se han registrado 
corrientes unitarias que presentaban conductancias que iban desde los ≈10-15 pS 
(correspondientes a canales Kir2.3) hasta los ≈40-45 pS (correspondientes a canales Kir2.2), 
pasando por conductancias intermedias (≈21-28 pS, correspondientes a canales Kir2.1) 
(Sakmann y Trube, 1984a; Matsuda, 1988; Burnashev y Zilberter, 1986; Wible y cols., 1995; 
Liu y cols., 2001). Sin embargo, la frecuencia con la que se detectan dichas conductancias 
depende de la especie y del tejido estudiado. El uso de oligonucleótidos antisentido (AsODN) 
contra el ARNm de Kir2.1 en miocitos ventriculares de rata produjo una drástica reducción de 
la IK1 (Nakamura y cols., 1998) lo que sugería que los canales Kir2.1 eran los mayoritarios. 
Posteriormente, Zaritsky y cols. ablacionaron los genes que codifican las proteínas Kir2.1 y 
Kir2.2 en ratones (ratones Kir2.1-/- y Kir2.2-/-, respectivamente) (Zaritsky y cols., 2000). Los 
miocitos ventriculares de los ratones Kir2.1-/- (que apenas sobrevivían unas horas tras el 
nacimiento) carecían de IK1, demostrando que en esta especie también los canales Kir2.1 son 
esenciales para la generación de la IK1. Por el contrario, los ratones Kir2.2-/- sí eran viables y 
presentaban IK1, aunque ésta era menor a la registrada en miocitos de animales normales 
(Zaritsky y cols., 2000), lo que sugería que estos canales también participaban en la IK1. 
También se ha tratado de averiguar la composición de los canales que generan la IK1 
atendiendo a las diferencias que presentan cada uno de los miembros de la subfamilia Kir2 




I.3). Schram y cols. han demostrado que la sensibilidad al Ba2+ de los canales Kir2.1+Kir2.3 
es mayor a la que presentan cada uno de ellos por separado y similar a la que presentan los 
canales Kir2.2, pero diferente a la que presenta la IK1 registrada en miocitos ventriculares 
humanos, lo que confirma la participación de varias subunidades Kir2.x diferentes en la 
generación de la IK1 humana (Schram y cols., 2003). 
Como se ha mencionado, los canales Kir2.x también se diferencian en su cinética 
activación (Figura I.19). Analizando la cinética de activación de la IK1 registrada en miocitos 
de ratón y de cobayo se ha sugerido que la participación de los canales Kir2.3 en la corriente 
en dichos animales es minoritaria (Yan y cols., 2005; Panama y cols., 2007). Por el contrario, 
el estudio de la sensibilidad al pH de la IK1 registrada en miocitos ventriculares de oveja ha 
demostrado una gran contribución de los canales Kir2.3 a la génesis de la IK1 en dichos 
miocitos (Tabla I.3) (Muñoz y cols., 2007). 
 
3.5.5. Regulación de la IK1  
 
• Modulación por cationes (Na+, Ca2+, Mg2+, Ba2+) 
En experimentos de fijación de voltaje se ha observado que la amplitud de la IK1 
disminuye tras la aplicación mantenida de un pulso hiperpolarizante (Maughan, 1976; 
Baumgarten y cols., 1977; Sakmann y Trube, 1984b), disminución que es debida a la 
inhibición dependiente de voltaje producido por cationes extracelulares (Biermans y cols., 
1987), siendo el Na+ el principal ion implicado en dicho proceso en los músculos cardiaco y 
esquelético (Standen y Stanfield, 1979). En miocitos ventriculares de cobayo, la eliminación 
de Na+, Ca2+ y Mg2+ del medio extracelular hace desaparecer de forma casi completa la 
reducción de la IK1 dependiente del tiempo (Sakmann y Trube, 1984b; Shieh, 2000). 
Efectivamente, el Na+, Ca2+ y Mg2+ extracelular son bloqueantes  débiles de los canales 
Kir2.x.  
El Ca2+ intracelular produce una inhibición dependiente de voltaje de la IK1 (Matsuda y 
Cruz, 1993). Aunque el Ca2+ es un inhibidor menos potente que el Mg2+ y sus concentraciones 
intracelulares medias son bastante bajas, hay bastantes evidencias de que las [Ca2+]i pueden 
tener efectos dinámicos sobre la IK1. Por ejemplo, los aumentos transitorios de la [Ca2+]i que 
tienen lugar durante el PA producen la inhibición de la IK1 en miocitos ventriculares de 




localizan en espacios como los túbulos T, regiones restringidas y próximas a los lugares en los 
que se produce la entrada de Ca2+ al interior celular y la liberación de Ca2+ desde el retículo. 
La unión del Mg2+ intracelular al canal depende del Em, por lo que la velocidad de 
repolarización de la membrana afecta a las cinéticas de asociación/disociación de este ion y, 
por tanto, a la amplitud de la IK1. De hecho, se ha descrito que la amplitud de la IK1 de salida 
depende en gran medida de la velocidad con la que se repolariza la membrana (Ishihara, 1997; 
Ishihara y Ehara, 1998). 
Los iones Ba2+ son los cationes divalentes que con mayor potencia inhiben de la IK1 
(DiFrancesco y cols., 1984) y, de hecho, la inhibición producido por el Ba2+ extracelular se 
considera una de las características que definen a las corrientes rectificadoras internas, por lo 
que ha sido ampliamente utilizado para caracterizar los nuevos canales clonados como 
miembros de la familia Kir. Como se ha mencionado, cada una de las subunidades Kir2 posee 
diferente sensibilidad al Ba2+ (Liu y cols., 2001; Preisig-Müller y cols., 2002; Schram y cols., 
2003). 
 
• Estimulación adrenérgica 
En general, está ampliamente aceptado que tanto la estimulación adrenérgica α (Fedida y 
cols., 1991; Braun y cols., 1992) como la β (Koumi y cols., 1995b) producen una reducción 
de la IK1, aunque también hay resultados en sentido contrario (Gorostiza y cols., 1995). Sin 
embargo, la mayoría de estos trabajos se han centrado en el estudio de la corriente de entrada 
de la IK1, sin prácticamente atender a los efectos sobre la corriente de salida, que es la 
realmente relevante a nivel fisiológico. Un estudio en miocitos ventriculares de cobayo ha 
demostrado que la estimulación β-adrenérgica produce una reducción significativa de la 
corriente de entrada, causando una mínima (casi nula) inhibición de la corriente de salida 
(Koumi y cols., 1995b). A esta disparidad de resultados contribuye también la coexistencia de 
diferentes tipos de receptores adrenérgicos en el corazón. Por ejemplo, se ha demostrado que 
la estimulación de receptores β1 produce la disminución de la IK1, mientras que la 
estimulación de receptores β3 produce el aumento de las corrientes generadas por los canales 
Kir2.1 (mediado por la proteína cinasa C –PKC-) y Kir2.2 (mediado por la proteína cinasa A 
–PKA-), aunque no de la generada por los canales Kir2.3 (Scherer y cols., 2007), y la 
estimulación de receptores α1A produce la inhibición de las corrientes generadas por los 





• Modulación por poliaminas 
Las concentraciones celulares de poliaminas se regulan por un complejo sistema de 
enzimas (Seiler, 1994) dando lugar a niveles de poliaminas libres que son suficientes para 
producir la rectificación interna de los canales Kir descrita anteriormente. La concentración 
citoplásmica de cada poliamina está regulada para que cada una de ellas juegue un papel 
específico en la función de los canales (Lopatin y cols., 1995), por lo que sus niveles se 
ajustan de forma dinámica para producir la rectificación en el rango fisiológico en el que se 
mueven los potenciales de membrana. 
Experimentalmente, se ha demostrado que la manipulación de las concentraciones de 
poliaminas pueden modular las corrientes generadas por canales Kir2 (Bianchi y cols., 1996; 
Shyng y cols., 1996; Lopatin y cols., 2000). Por ejemplo, Bianchi y cols. (1996) han 
demostrado en basófilos de rata que la rectificación interna se atenuaba tras un tratamiento 
con un inhibidor específico de la S-adenosilmetionina descarboxilasa (SAMDC), ya que este 
inhibidor producía el aumento de las concentraciones de putrescina y la disminución de las 
concentraciones de espermidina y espermina (Bianchi y cols., 1996). Asimismo, ratones 
transgénicos en los que se elimina el gen de la espermina sintasa presentaban unos niveles 
indetectables de espermina y un aumento de 5 veces en los niveles de espermidina, lo que se 
traducía en una IK1 con una menor rectificación y cinéticas de activación más rápidas (Lopatin 
y cols., 2000). Por otro lado, la sobreexpresión de la ornitina descarboxilasa (ODC) en 
corazones de ratón, a pesar de que producía un aumento de los niveles intracelulares de 
putrescina de más del 35%, apenas ocasionaba un ligero aumento de la amplitud de la IK1, lo 
que sugiere que la putrescina juega un papel poco importante en la regulación de la IK1 
(Lopatin y cols., 2000). Por el contrario, se ha demostrado que la eliminación de la putrescina 
intracelular sí afecta a la rectificación de los canales Kir2.3 (Shyng y cols., 1996), mientras 
que la eliminación de la putrescina del medio extracelular lleva a la depleción de sus niveles 
intracelulares, así como de los de espermidina y espermina, produciendo también 
modificaciones en las características cinéticas de Kir2.3 (Lopatin y cols., 1995). 
 
• Modulación por pH 
La sensibilidad de la IK1 al pH depende del tejido y de la especie estudiada, posiblemente 
debido a la diferente composición de los canales que la generan (Tabla I.3). En miocitos 
ventriculares de rata y cobayo, la IK1 es insensible a la [H+]i (Ito y cols., 1992; Komukai y 




inhibida por la [H+]i que se encuentran en el rango fisiológico (Muñoz y cols., 2007). Dado 
que los canales Kir2.3 son más sensibles a la [H+]i que los Kir2.1 y Kir2.2 (Tabla I.3) (Yan y 
cols., 2005), estos resultados son consistentes con la importante contribución de los canales 
Kir2.3 a la IK1 en estos miocitos (Dhamoon y cols., 2004). De hecho, se ha descrito que son 
las subunidades Kir2.3 las que confieren sensibilidad al pH a los heterotetrámeros 
Kir2.1+Kir2.3 (Muñoz y cols., 2007), siendo la treonina en posición 53 el residuo responsable 
de la sensibilidad al pH en los canales Kir2.3 (Qu y cols., 2000). 
Los canales Kir1.1 (homólogos de Kir2.1, pero con una rectificación interna más débil) 
son sensibles a las [H+]i que se encuentran en el rango fisiológico (Tsai y cols., 1995). La gran 
sensibilidad del canal Kir1.1 a los cambios en el pH está relacionada con la presencia de una 
lisina en la posición 80 (Fakler y cols., 1996b), ya que la neutralización de este residuo resulta 
en la pérdida de sensibilidad al pH intracelular. Por su parte, la sustitución del residuo 
homólogo en el canal Kir2.1 por una lisina (M84K) hace que este canal adquiera sensibilidad 
al pH intracelular (Fakler y cols., 1996b). Además, los canales que se forman tras el 
ensamblaje de subunidades Kir2.1 con otros miembros de la familia Kir2 sensibles al pH 
(p.e., Kir2.3) sí que presenten sensibilidad al pH (Muñoz y cols., 2007). 
 
• Modulación por PIP2 
El PIP2 es un importante segundo mensajero de una gran variedad de vías de señalización 
(Hilgemann, 1997; Hilgemann y cols., 2001). La primera corriente con rectificación interna 
de la que se describió su modulación por el PIP2 fue la IK,ATP (Hilgemann y Ball, 1996) y, 
desde entonces, se ha descrito que el PIP2 es capaz de modular todos los canales Kir tanto en 
células nativas como en sistemas de expresión heterólogos (Logothetis y cols., 2007; Lopes y 
cols., 2007). 
El PIP2 produce la apertura de los canales Kir, mientras que su eliminación produce el 
cierre de los mismos (Huang y cols., 1998; Shyng y cols., 2000; Lopes y cols., 2002; Rohacs 
y cols., 2003; Logothetis y cols., 2007; Hansen y cols., 2011). En este sentido, Rohacs y cols. 
(1999) demostraron que el PIP2 es un potente activador de los canales Kir2.1, mientras que su 
modulación de otros canales Kir (como los canales Kir3.1 o Kir3.4) es más débil (Rohacs y 
cols., 1999). Además, se ha demostrado la importancia de la localización de los dos grupos 
fosfato en las posiciones 4 y 5 de la molécula de PIP2, ya que el cambio de posición o la 
eliminación de estos sustituyentes disminuye la afinidad de estos compuestos por los canales 




subfamilia Kir2. Por ejemplo, se ha demostrado que la modulación de los canales Kir2.3 por 
el pH, la ACh o el miristato-acetato de forbol (PMA, Phorbol Myristate Acetate) depende de 
las interacciones entre el PIP2 y el canal (Logothetis y cols., 2007). 
Se han identificado numerosos residuos implicados en la modulación de los canales Kir2 
por el PIP2, aunque la mayoría de ellos se localizan en la parte superior del dominio 
citoplásmico (la más próxima a la cara interna de la membrana plasmática) y en la slide helix 
(Lopes y cols., 2002; Decher y cols., 2007; Logothetis y cols., 2007). Por ello, se ha propuesto 
que el PIP2 modula los canales Kir interaccionando con los extremos N- y C-terminales de los 
canales, aproximando el dominio intracelular a la cara citoplásmica de la membrana y 
“forzando” de esta manera la apertura del canal (Logothetis y cols., 2007). Las interacciones 
entre el PIP2 y el canal Kir2.1 producen un aumento de la probabilidad de apertura del canal, 
favoreciendo la estabilización del mismo en el estado abierto y facilitando las transiciones 
desde el estado cerrado hacia el abierto (Xie y cols., 2008). En 2011, Hansen y cols. 
demostraron mediante cristalografía de rayos X que el PIP2 se une a la interfase entre el 
dominio TM y el dominio citoplasmático de Kir2.2 permitiendo un cambio conformacional en 
el canal que pasa del estado cerrado al abierto (Hansen y cols., 2011). El estudio demostraba 
que eran indispensables para la unión a las cadenas acilo y al fosfato en posición 1’ del PIP2  
los aminoácidos R78, W79 y R80 (posiciones en Kir2.2) situados en el dominio TM. Por su 
parte, los aminoácidos K183, R186, K188 y K189 (posiciones en Kir2.2) situados en el 
dominio citoplasmático jugarían un papel fundamental en la unión a los fosfatos del PIP2 en 
posiciones 4’ y 5’. 
 
• Determinantes moleculares del tráfico, expresión en membrana y densidad de la 
corriente de los canales Kir2.x 
Se han identificado numerosos residuos implicados en la modulación del tráfico, la 
expresión en membrana y la corriente de los canales Kir2.x. Alineando las secuencias de 
Kir2.1, 2.2 y 2.3 se pueden diferenciar que las principales secuencias de regulación se 
encuentran en los extremos N y C-terminales de las 3 subunidades (Figura I.20). 
La secuencia FCYENE correspondiente a las posiciones 374-379 de Kir2.1 es 
fundamental para que se produzca la salida del canal del retículo endoplásmico (RE), de 
hecho, mutaciones en esta región disminuyen la expresión en membrana de los canales Kir2.x 
(Figura I.20) (Ma y cols., 2001). Por otro lado, tanto la secuencia RxR correspondiente a los 




una señal de salida del Golgi cuando se unen el extremo N y C-terminal y forman una 
estructura terciaria que cuando está intacta permite que el canal supere los controles de 
calidad (Ma y cols., 2011) (Figura I.20). Como comentamos, sólo en la posición 311 de 
Kir2.1 se encuentra una cisteína (en Kir2.2 y Kir2.3 se encuentra una alanina), lo que le 
confiere sensibilidad a la flecainida y propafenona que, a concentraciones incluso por debajo 
de las alcanzadas tras administrar dosis terapéuticas aumentan la IKir2.1 (Caballero y cols., 
2010a; Gómez y cols., 2014) (Figura I.20). Por último en el extremo C-terminal (posiciones 
422-427 en Kir2.1) se encuentran solapadas una secuencia de fosforilación por PKA (RRES) 
y una secuencia de unión a dominios PDZ (SEI, SAI), siendo la fosforilación y 
defosforilación de esta serina fundamental para la unión a las proteínas con dominios PDZ 









Figura I.20. Alineamiento de secuencia de los canales Kir2.x humanos. En rosa se indica cuando las 
secuencias son idénticas o muy parecidas. Recuadrada en negro secuencia de salida del RE. Recuadrada en rojo 
y en verde señales de salida del aparato de Golgi. Recuadrada en azul Cys311 en Kir2.1 responsable de la unión 
a flecainida y propafenona. Recuadrada en púrpura secuencia de fosforilación para PKA (RRES) y secuencia de 
unión a dominios PDZ (SEI, SAI). 
 
3.5.6. La IK1 en diversas patologías 
 
Tanto la IK1 auricular como los niveles de ARNm de Kir2.1 están aumentados en 
pacientes con FA crónica (Van Wagoner y cols., 1997; Bosch y cols., 1999; Dobrev y cols., 
2001 y 2002; Gaborit y cols., 2005 y 2007; Nattel y cols., 2008 y 2010; González de la Fuente 
y cols., 2013). El aumento de la corriente contribuye en gran medida al acortamiento de la 
DPA, así como al mantenimiento y perpetuación de la arritmia (Dhammon y Jalife, 2005). En 




diferentes en la IK1 de miocitos ventriculares y de miocitos auriculares. Concretamente, en los 
miocitos ventriculares humanos, se ha descrito una disminución significativa de la IK1 
(Beuckelmann y cols., 1993), al igual que en conejo (Pogwidz y cols., 2001) y en rata 
(Fauconnier y cols., 2005). Por el contrario, en los miocitos auriculares humanos, se ha 
descrito una disminución de la IK1 (Koumi y cols., 1994).  
Muchos estudios han demostrado que la IK1, al igual que otras corrientes de K+, disminuye 
en ratas espontáneamente hipertensas y en modelos animales de hipertrofia cardiaca 
(Brooksby y cols., 1993; McIntosh y cols., 1998; Näbauer y Kääb, 1998; Mitarai y cols., 
2000). A este respecto, es importante resaltar que numerosos trabajos han demostrado que la 
hipertrofia cardiaca aumenta las concentraciones de poliaminas (Caldarera y cols., 1974; 
Bartolome y cols., 1980), por lo que es probable que la reducción de la IK1 sea consecuencia 
de dicho aumento. Sin embargo, en un modelo felino de hipertrofia ventricular, la IK1 aumenta 
en los miocitos del ventrículo derecho (Kleiman y Houser, 1989), mientras que no se modifica 
en los del ventrículo izquierdo (Furukawa y cols., 1993). 
Los miocitos ventriculares humanos de regiones que sufren isquemia crónica presentan un 
PR más despolarizado y una DPA prolongada, especialmente en la fase final de la 
repolarización (Mubagwa y cols., 1994), lo que concuerda con la reducción de la IK1 que se 
produce tras un infarto de miocardio (Lue y Boyden, 1992; Beuckelmann y cols., 1993; Pinto 
y Boyden, 1998). Durante el estrés metabólico (p.e., durante la isquemia), el marcado 
aumento de la IK,ATP enmascara muchos de los efectos que ocurren en otras corrientes de K+ 
como la IK1. Sin embargo, utilizando glibenclamida como inhibidor de la IK,ATP, Xie y cols. 
lograron demostrar que la iodacetamida, un inductor de estrés metabólico, inhibe la IK1 (Xie y 
cols., 1997). Además, la inhibición inducida por Ba2+ de la IK1 en miocitos ventriculares de 
conejo elimina la protección frente al estrés metabólico que produce el precondicionamiento 
isquémico, un papel que clásicamente se había asignado a la IK,ATP (Díaz y cols., 2004). Por 
último, diversos estudios sugieren que la IK1 aumenta en condiciones de hipoxia/anoxia (Ruíz-
Perich y cols., 1991) o en presencia de cianida (Muramatsu y cols., 1990). De hecho, se ha 
demostrado que el acortamiento de la  DPA que se produce en la fase aguda de la hipoxia está 
mediado por la IK1 y no por la IK,ATP (Piao y cols., 2007a). 
Por último, es importante resaltar que la modulación de la relación I-V por la [K+]e no 
sólo es una característica biofísica sino que tiene implicaciones fisiopatológicas, ya que la 




resultado de una acumulación de iones K+ en los espacios intercelulares y en las proximidades 
de los túbulos T (Sejersted y Sjogaard, 2000). 
 
Canalopatías asociadas a los canales Kir2.1  
 
Hasta la fecha, se han descrito 4 tipos de síndromes arritmogénicos primarios [el síndrome 
de Andersen-Tawil (SAT) o también conocido como síndrome de QT largo tipo 7 -SQTL7-, 
el síndrome de QT corto tipo 3 (SQTC3), la taquicardia ventricular polimórfica inducida por 
catecolaminas (TVPC) y la FA familiar] asociados a mutaciones que producen la pérdida o la 
ganancia de función de los canales Kir (Figura I.21). Curiosamente sólo se han identificado 
arritmias familiares secundarias a mutaciones en el gen que codifica las subunidades Kir2.1 








Figura I.21. Mutaciones en la subunidad Kir2.1 asociadas con canalopatías. En el dibujo, las diferentes 
mutaciones siguen el siguiente código de color: negro para el SQTL7, rojo para el TVPC, verde para la FA 
familiar y azul para el SQTC3. [Adaptada de Anumonwo y Lopatin, 2010] 
 
• SAT 
El SAT es una enfermedad hereditaria que se caracteriza por parálisis periódicas y 
diferentes alteraciones multiorgánicas entre las que se encuentran la escoliosis, el paladar 
hendido, baja estatura y la debilidad muscular (Plaster y cols., 2001; Donaldson y cols., 2003; 
Terzic y cols., 2008). Las alteraciones en la actividad eléctrica cardiaca incluyen la 




rachas de taquicardia ventricular y la aparición de múltiples focos ectópicos ventriculares tras 
la estimulación adrenérgica. Sin embargo, Zhang y cols. (2005b) han sugerido que la 
clasificación del SAT como SQTL7 podría no ser del todo correcta, ya que las modificaciones 
en el ECG características del SAT están más relacionadas con alteraciones del complejo T-U 
(Zhang y cols., 2005b). Un amplio estudio genético permitió relacionar el SAT con el brazo 
largo del cromosoma 17, precisamente donde se localiza el locus del gen KCNJ2 (Kir2.1), por 
lo que se buscaron posibles mutaciones en este gen. Este estudio demostró que más de la 
mitad de los pacientes con SAT presentaban mutaciones en el gen KCNJ2 (Plaster y cols., 
2001), por lo que se denomina como tipo 1 (SAT1) cuando están afectados los canales Kir2.1 
(Plaster y cols., 2001; Andelfinger y cols., 2002; Schulze-Bahr, 2005; Zhang y cols., 2005b). 
Se han identificado más de 33 mutaciones en el gen KCNJ2 relacionadas con el SAT1 
(Figura I.21), todas ellas caracterizadas por la pérdida de función del canal Kir2.1, lo que 
origina la prolongación del intervalo QT y predispone al paciente a sufrir arritmias cardiacas. 
Debido a que el SAT1 es un trastorno autosómico dominante (un alelo mutado y otro sano), 
Plaster y cols. (2001) estudiaron en oocitos de Xenopus los efectos de coexpresar las 
subunidades mutadas y las WT para dos de estas mutaciones (D71V y R218Q), demostrando 
que las subunidades mutadas tenían un efecto dominante negativo por lo que los canales que 
contenían la subunidad mutada no eran funcionales (Plaster y cols., 2001). Además, la pérdida 
de función de los canales producida por la mutación en la mayor parte de los casos es debida a 
que disminuye la interacción del canal mutado con el PIP2 (Plaster y cols., 2001; Lopes y 
cols., 2002; Pegan y cols., 2006; Terzic y cols., 2008). Es el caso de las mutaciones R218Q y 
R218W (Plaster y cols., 2001; Lopes y cols., 2002). Esto residuos ocupan las posiciones 
equivalentes a los identificados mediante difracción de rayos X como responsables de la 
interacción con el PIP2 en canales Kir2.2 cristalizados (Hansen y cols., 2011). 
 
• SQTC  
En el año 2005, Priori y cols. describieron la tercera variante del SQTC (SQTC3), 
relacionada con una mutación en el gen KCNJ2 (Priori y cols., 2005). Esta mutación produce 
una ganancia de función en los canales Kir2.1, por lo que se traduce en un aumento en el flujo 
de salida de K+ y, en consecuencia, en una aceleración de la repolarización. 
El SQTC3 se caracteriza por la aparición de ondas T asimétricas en el ECG (Priori y cols., 
2005). El análisis genético de los miembros de una familia con SQTC3 permitió la 




ácido aspártico por una asparragina en la posición 172 (D172N) de la subunidad Kir2.1 
(Priori y cols., 2005). Este ácido aspártico es un aminoácido altamente conservado dentro de 
la familia Kir2 y, como se ha mencionado, juega un papel crítico en la rectificación de estos 
canales (Lu y MacKinnon, 1994; Stanfield y cols., 1994; Yang y cols., 1995a). La 
coexpresión del canal mutado con el WT en sistemas de expresión heterólogos genera una 
corriente significativamente mayor a la generada por homotetrámeros de canales WT. 
Además, mediante simulaciones por ordenador se demostró que el aumento de la corriente de 
salida de K+ causado por la mutación podía explicar el aumento y la asimetría de las ondas T 
del ECG que presentaban los pacientes (Priori y cols., 2005). Por último, aunque no se podían 
realizar estudios de susceptibilidad a las arritmias en estos pacientes, las simulaciones por 
ordenador predecían que las mutaciones causantes del SQTC3 predisponían a estos pacientes 
a un mayor riesgo de sufrir arritmias por reentrada (Priori y cols., 2005). 
En los últimos años se han descrito nuevas mutaciones en KCNJ2 como por ejemplo 
M301K y E299V asociadas a SQTC3, aunque el mecanismo que lleva al acortamiento del QT 
parece diferir respecto a D172N. Mientras esta última mutación incrementa la corriente de 
salida sin modificar las propiedades rectificadoras del canal, las mutaciones M301K y E299V 
aumentan la corriente por disminuir la rectificación del canal (Hattori y cols., 2012; Deo y 
cols., 2013). Es decir, un mecanismo similar al producido por la flecainida, la propafenona, y 
otros fármacos con una estructura similar a la del farmacóforo de los fármacos capaces de 
unirse a la Cys311. Por eso, se ha propuesto que todos estos fármacos tienen un potencial 
proarrítmico importante que debería evaluarse (Caballero y cols., 2010a; Gómez y cols., 
2014). Es más, la capacidad de aumentar la IK1 como consecuencia de la disminución de la 
rectificación sería responsable del alto potencial proarrítmico ventricular de fármacos como la 
flecainida y la propafenona.  
 
• FA familiar 
Estudios previos en pacientes con FA ya habían relacionado esta enfermedad con 
mutaciones en los genes KCNQ1 (Chen y cols., 2003b) y KCNE2 (Yang y cols., 2004). Xia y 
cols. (2005) identificaron una mutación relacionada con la FA familiar en el gen KCNJ2. En 
este caso, la sustitución de una valina por una isoleucina en la posición 93 (p.V93I) produce 
un aumento de la IK1 por un mecanismo no identificado por los autores (Xia y cols., 2005). Lo 
que no se ha explicado es el porqué estos pacientes no presentaban arritmias a nivel 




• Taquicardia ventricular polimórfica inducida por catecolaminas (TVPC) 
La TVPC es una arritmia hereditaria en la que los pacientes presentan arritmias 
ventriculares y muerte súbita asociadas al ejercicio físico y a la estimulación adrenérgica 
(Leenhardt y cols., 1995; Tester y cols., 2006). Se han descrito varios tipos de TVPC 
asociados con problemas en el manejo del Ca2+ en los que están implicados los canales RyR 
(TVPC tipo 1) (Priori y cols., 2002) o la calsecuestrina (TVPC tipo 2) (Postma y cols., 2002). 
En un estudio genético realizado en una cohorte de 541 pacientes con TVPC, se identificaron 
cuatro mutaciones en el gen KCNJ2 (R67Q, T75M, R85W y T305A) que producían la pérdida 
de función de los canales Kir2.1. En el momento actual se desconoce que relación presentan 
los aminoácidos mutados con los efectos de la estimulación adrenérgica del canal Kir2.1 
(Eckhardt y cols., 2007). El ECG de los pacientes con estas mutaciones presentaba ondas U 
prominentes, actividad ectópica ventricular y rachas de taquicardia ventricular polimórfica. 
Sin embargo, no sufrían alteraciones musculares esqueléticas (Eckhardt y cols., 2007) o 
dismórficas similares a las que presentan los pacientes con SAT. Cuando los mutantes se 
expresaban en sistemas heterólogos, la amplitud de la corriente disminuía un 95% con 
respecto a la generada por canales WT. Más aún, los canales R67Q y T75M producían efecto 
















4. CANALES DE Na+  
 
Los canales de Na+ dependientes de voltaje son proteínas TM fundamentales en la génesis 
y propagación de la señal eléctrica en tejidos excitables como el corazón, el músculo 
esquelético o el sistema nervioso (Hodgkin y Huxley, 1952a y 1952b; Catterall, 2000; Yu y 
Catterall, 2003; George, 2005). La INa cardiaca es responsable de la despolarización (fase 0) 
de los PAs Na+-dependientes y, por tanto, de la excitabilidad y la velocidad de conducción 
cardiacas. Además, participa en el control de la fase de meseta (fase 2) y, por tanto, de la DPA 
y de la refractariedad cardiacas (Brown y cols., 1981; Fozzard y cols., 1985). 
 
4.1. Estructura de los canales de Na+ 
 
Los canales de Na+ dependientes de voltaje están compuestos por una subunidad 
conductora α (de la que se han caracterizado 9 isoformas) y una o varias subunidades 
accesorias β (β1 a β4) (Figura I.22 y Tabla I.5) (Catterall, 2000; Goldin, 2002; Catterall, 2012). 
 
• Subunidad α 
Las subunidades α de los canales de Na+ pertenecen a una pequeña familia de proteínas 
con una secuencia de aminoácidos altamente conservada que se expresan en diferentes tejidos 
y cuyas propiedades no son idénticas (Goldin, 2002). 
 
Subunidad α Subunidad β 
Gen Proteína Cromosoma Tejido Gen Proteína Cromosoma Tejido 
SCN1A  Nav1.1* (α1) 2q24 SNC SCN1B Navβ1.1* 
(β1) 
19q11 SNC 
SCN2A Nav1.2 (α2) 2q23 SNC SCN2B Navβ2.1* 
(β2) 
11q24 SNC 
SCN3A Nav1.3* (α3) 2q24 SNC SCN3B Navβ3.1* 
(β3) 
11q26 SNC 
SCN4A Nav1.4* (α4) 17q21 ME SCN4B Navβ4.1 (β4) 11q24 SNC 
SCN5A Nav1.5* (α5) 3p21 MC 
SCN8A Nav1.6* (α8) 2q13 SNC 
SCN9A Nav1.7 2q24 T 
SCN10A Nav1.8* 3p22 SNP 
SCN11A Nav1.9 3p21 SNC 
 
 
Tabla I.5. Subunidades que forman el canal de Na+ dependiente de voltaje en el hombre. *Subunidades que 
se expresan en el corazón, siendo Nav1.5 la isoforma predominante en el corazón. MC: Músculo cardiaco. ME: 
Músculo esquelético. SNC: Sistema nervioso central. SNP: Sistema nervioso periférico. T: Tiroides. [Adaptada 




El gen SCN5A localizado en el cromosoma 3p21 codifica la subunidad α Nav1.5, responsable 
de la INa cardiaca. Esta subunidad, de unos 227 kDa de peso molecular, está formada por 4 
dominios homólogos (DI a DIV), con 6 segmentos TM dispuestos en α-hélice cada uno (S1 a 
S6). ). Los dominios se conectan entre si mediante tres secuencias hidrofílicas no 
conservadas, denominadas “interdomain linker loops” (ID I, II, y III). El lazo que une los 
segmentos S5 y S6, denominado “lazo P”, es extracelular, determina la selectividad iónica y 
forma parte del poro (Poet y cols., 2001). Los extremos amino- y carboxilo-terminal (N- y C-
terminal, respectivamente) y los lazos de unión entre los diferentes dominios son 
intracelulares (Catterall, 2000; Goldin, 2002; Yu y Catterall, 2003; George, 2005) (Figura 
I.22). Se ha descrito que la subunidad Nav1.5 no es la única isoforma cuyo ARNm se expresa 
en el corazón (Nerbonne y Kass, 2005), e incluso algunas como Nav1.4 y Nav1.8 parecen 
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Figura I.22. Estructura del canal de Na+. Esquema de las subunidades α y β del canal de Na+. En la subunidad 
α, se indica el sensor de voltaje, el filtro de selectividad y los diferentes dominios (DI a DIV). [Adaptada de 
George, 2005]. 
 
Por lo que respecta a la estructura terciaria, clásicamente, se ha considerado que los S5 y 
los S6, junto a los lazos P, estarían orientados hacia el interior, formando las paredes del poro. 
La mayor parte de los residuos que forman los S5 y S6 de los 4 dominios son hidrófobos. Por 
su parte, los S4 presentan un residuo cargado (arginina o lisina) cada tres aminoácidos, 
formando una hélice de cargas positivas en la membrana. En total, hay 22 aminoácidos 
cargados positivamente (cuatro cargas positivas en el DI, cinco en los DII y DIII y ocho en el 
DIV) que aparecen conservados en todas las isoformas del canal de Na+ y que actúan como 
“sensor de voltaje” (Stühmer y cols., 1989). Los modelos estructurales consideran que los S4 




movimiento del sensor de voltaje es que los S4 se mueven físicamente a través de la 
membrana desde el interior hacia el exterior en respuesta a la despolarización, exponiendo al 
exterior dos cargas positivas que se encontraban previamente “enterradas” en el interior de la 
membrana (Yang y cols., 1996; Bezanilla, 2000 y 2002). 
Cuatro de los residuos presentes en los lazos P forman un anillo que se denomina “locus 
DEKA”: ácido aspártico en DI, ácido glutámico en DII, lisina en DIII y alanina en DIV 
(Figura I.22). Esta estructura determina la conductancia y la selectividad iónica del canal al 
Na+, así como la unión de toxinas (Noda y cols., 1989; Terlau y cols., 1991). La sustitución de 
estos cuatro aminoácidos por residuos de ácido glutámico (que son los aminoácidos presentes 
en las posiciones análogas en el canal de Ca2+) convierte los canales de Na+ en selectivos para 
el Ca2+ (Heinemann y cols., 1992). 
 
La región C-terminal intracelular del canal Nav1.5 (los 243 últimos aminoácidos) 
contiene varios dominios importantes de interacción con proteínas, de los cuales los mejor 
caracterizados son el dominio IQ de unión a CaM, un dominio PY y un dominio de unión a 
PDZ (Shy y cols., 2013). 
Los PDZ son dominios conservados, identificados en numerosas proteínas cuya función es 
generalmente de anclaje y estabilización en membrana. El canal Nav1.5 tiene definidos dos 
dominios de unión a PDZ: en el C-terminal (SIV) y en el N-terminal (SLA), fundamentales 
entre otros para la unión del canal a α-1-sintrofina (Matamoros y cols., 2016). 
Varios canales iónicos se regulan mediante ubiquitinación, una modificación postraduccional 
que produce la degradación o reciclaje de las proteínas diana (ver apartado I.4.3.5). Proteínas 
con una secuencia consenso [L/P]PxY (conocido como dominio PY) se unen específicamente 
a proteínas de la familia Nedd4. Dicho dominio está en el C-terminal de casi todos los canales 
de sodio dependientes de voltaje, menos en Nav1.4, Nav1.9 y NaX (Shy y cols., 2013). 
El dominio IQ con la secuencia consenso IQxxxRxxxxR presente en el dominio C-terminal 
del canal Nav1.5 es un dominio de unión a CaM. La CaM (ver apartado I.4.4) es una proteína 
acídica con cuatro sitios de unión al Ca2 + de alta afinidad. Aunque se ha demostrado la 
interacción directa de CaM con el dominio IQ de Nav1.5, las consecuencias de esta 
interacción muestran resultados contradictorios (aumento o disminución de la corriente, 
modulación de la inactivación) (Deschennes y cols., 2002; Tan y cols., 2002). Estas 
inconsistencias pueden deberse al uso de distintas especies, sistemas de expresión o 




Por otro lado, el lazo DI-DII del canal tiene una región que contiene numerosos sitios de 
fosforilación. 
 
• Subunidades auxiliares 
A pesar de que el canal se compone de las subunidades α y β, la subunidad α puede per se 
generar una corriente de sodio. La estequimometría y tipo de subunidades que forman los 
canales cardiacos de Na+ in vivo se conocen parcialmente. En mamíferos se han identificado 4 
isoformas (β1 a β4) de las subunidades reguladoras del canal de Na+ (Tabla I.5) (Morgan y 
cols., 2000;  Malhotra y cols., 2001; Goldin, 2002; Yu y cols., 2003). Dichas subunidades β 
son proteínas con un único dominio TM, un extremo N-terminal extracelular y un extremo C-
terminal intracelular que presentan una secuencia tipo inmunoglobulina (Ig) que las diferencia 
del resto de subunidades accesorias (Isom y Catterall, 1996). Estas subunidades no forman 
parte del poro conductor del canal.  
Todas las isoformas identificadas se encuentran en el SNC, pero sólo algunas de ellas se 
han encontrado en el corazón (Tabla I.5) Se ha propuesto que el motivo Ig puede participar en 
la modulación del gating del canal (Chen y Cannon, 1995; Makita y cols., 1996; McCormick 
y cols., 1998 y 1999). Además las subunidades β1 regulan la expresión en la membrana, la 
localización y la unión con otras moléculas de la matriz extracelular y del citoesqueleto de la 
subunidad α (Isom y Catterall, 1996). Más aún, la subunidad Navβ1.1 disminuye la afinidad 
de anestésicos locales y fármacos antiarrítmicos del grupo I por la subunidad α Nav1.5 
(Balser y cols., 1996; Makielski y cols., 1996; Balser, 2001). Sea como sea, la importancia de 
estas subunidades queda recalcada en distintas patologías relacionadas con alteraciones en la 
INa asociadas a mutaciones en estas proteínas auxiliares (Amin y cols, 2010). Por ejemplo, hay 
mutaciones en las subunidades β1, β2 y β3 asociadas a síndromes arritmogénicos como el 
síndrome de Brugada (SBr) (Watanabe y cols., 2008; Riuró y cols., 2013; Hu y cols., 2009) y 
mutaciones en la subunidad β4 asociadas a SQTL tipo 10 (Medeiros-Domingo y cols., 2007). 
Por último, la subunidad β1 parece jugar un papel fundamental en las interacciones entre 
subunidades α al ser totalmente necesaria para producir el efecto dominante negativo (EDN) 








4.2. Características de la INa 
 
El canal de Na+ presenta, al menos, tres estados conformacionales: reposo, activo e 
inactivo (Figura I.23). Se denomina “gating” de un canal a las transiciones tiempo-
dependientes entre los estados conformacionales del canal debido a los cambios en el 
potencial de membrana (“voltage-dependent gating”). 
 
 
Figura I.23. Modelo cinético del gating del canal de Na+. Modelo cinético sencillo dónde únicamente aparecen 
tres estados para el canal de Na+: abierto, inactivo y cerrado. [Adaptada de Lehmann-Horn y Jurkat-Rott, 1999].  
 
Durante la diástole, cuando el potencial eléctrico TM está alrededor de los -85 mV, el 
canal de sodio se encuentra en estado de reposo y la probabilidad de que se abra es 
extremadamente baja. La despolarización de la membrana produce un cambio conformacional 
en la estructura del canal (en la región S4) que causa su apertura durante 1-2 ms, generándose 
una corriente rápida de entrada de Na+, que, por su parte, origina la rápida despolarización  de 
la membrana durante la fase 0 del PA (Hirschberg y cols., 1995; Yang y Horn, 1995) (Figura 
I.23 y I.25A y B). La INa alcanza un pico máximo en 0.5-1 ms, y, a continuación, se inactiva 
de forma rápida lo que produce el cese de la entrada de Na+ (Catterall, 2000; Yu y Catterall, 
2003) (Figura I.23 y I.24). El umbral de activación de la corriente se encuentra en -60 mV y 




1981). La inactivación no sólo cierra el canal, sino que impide la reapertura del mismo hasta 
que haya pasado el tiempo suficiente para su recuperación (reactivación, ver más adelante), 
determinando así la frecuencia máxima de excitación celular y preservando el gradiente 




Figura I.24. Características de la INa cardiaca. (A) Trazos de INa registrados en nuestro laboratorio de 
miocitos auriculares humanos tras la aplicación de pulsos de 50 ms a potenciales entre -100 y +30 mV desde un 
potencial de fijación de -120 mV con una concentración de Na+ en la solución externa de 5 mM. (B) INa 
registrada en nuestro laboratorio en células CHO transfectadas con las subunidades α Nav1.5 y β1 tras la 
aplicación de pulsos de 50 ms a potenciales entre -80 y +50 mV desde un potencial de fijación de -120 mV con 
una concentración de Na+ en la solución externa de 136 mM.  
 
La inactivación de la INa cardiaca sigue un proceso biexponencial, presentando un 
componente rápido y uno lento (Rudy, 1978; Saikawa y Carmeliet, 1982; Clarkson y cols., 
1984; Patlak y Ortiz, 1985; Balser, 2001). La rapidez de la activación y la inactivación sugiere 
que ambos procesos podrían estar acoplados (Aldrich y cols., 1983; Catterall, 2000; Balser, 
2001; Ulbritch, 2005). En ocasiones, los canales de Na+ pueden transitar directamente desde 
el estado abierto al estado cerrado; a este proceso se le denomina “deactivación del canal” 
(Figuras I.23) (Horn y cols., 1981). Se ha propuesto que la inactivación rápida del canal de 
Na+ se produce por el mecanismo denominado de “bola y cadena” según el cual la compuerta 
de activación del canal se abre y la “bola” inicia un movimiento que permite su unión con la 
boca citoplasmática del canal a la que ocluye, impidiendo la entrada de Na+ (Armstrong y 
Bezanilla, 1977). Se ha demostrado la “bola” que se balancea y ocluye la boca citoplasmática 




“secuencia IFM”, muy conservada entre especies y entre subtipos del canal (Ile1488, Phe1489 
y Met1490) (Eaholtz y cols., 1994). De hecho, la delección de dichos residuos abole la 
inactivación rápida del canal (Bennett y cols., 1995; Kellenberg y cols., 1996). También se 
han identificado los residuos del segmento S6 o en el lazo S4-S5 del DIV de la boca 
citoplasmática que actúan de receptor de la “bola”. Además, el extremo C-terminal participa 
en la estabilización de la inactivación rápida, disminuyendo la probabilidad de reapertura 
(Mantegazza y cols., 2001; Cormier y cols., 2002; Motoike y cols., 2004). La “inactivación 
lenta” es un proceso que se prolonga durante varios cientos de ms y que es responsable del 
control de la entrada de Na+ durante la fase de meseta del PA cardiaco, contribuyendo de este 
modo al mantenimiento de dicha fase del PA (Clarkson y cols., 1984; Carmeliet, 1987; 
Fozzard y cols., 1987; Balser, 2001). La inactivación lenta disminuye al aumentar la [Na+]e 
(Oxford y Yeh, 1985) y parece estar regulado por un complicado mecanismo en el que están 
involucrados los cuatro dominios del canal (O’Reilly y cols., 1999; Vilin y cols., 1999). 
El paso desde el estado inactivo hasta el estado de reposo se denomina “reactivación del 
canal” y es un proceso necesario para que éste pueda volver a abrirse (Figura I.23). En 
situaciones fisiológicas, esta transición tiene lugar durante los primeros 50-100 ms de la 
diástole por lo que, considerando que en ritmo sinusal (RS) el intervalo diastólico es de entre 
500 y 700 ms, cuando llega el siguiente latido la mayoría de los canales ya están en fase de 
reposo y, por lo tanto, preparados para volver a abrirse (Catterall, 2000; Yu y Catterall, 2003). 
Por último, una mínima fracción de canales de sodio puede permanecer abierta y no 
inactivarse completamente. Esta fracción de corriente de sodio ha sido denominada y 
estudiada como INa,L (corriente tardía de sodio, persistente o late) y se ha demostrado que un 
incremento de esta corriente es arritmogénica, pues lleva a la prolongación de la fase 2 del PA 
(Makielski y Farley, 2006; Makielski, 2009), pudiendo dar lugar a un SQTL (Figura I.25B y 
C, I.28 y I.29A, B y C).  
Además, algunos canales pueden reactivarse durante la fase de repolarización del PA en 
un rango de potenciales en el que la inactivación no es completa y se solapa con la activación. 
Se denomina window current por ese rango (“window”) de potenciales en el que se produce el 
pequeño grado de solapamiento entre las curvas de activación y de inactivación. Por lo tanto, 
en dicho rango de potenciales hay una fracción de canales de sodio que están activos y no 
inactivos, dónde los parámetros de la activación en el estado estacionario y la inactivación no 






Figura I.25. El canal Nav1.5 genera la INa durante el PA cardiaco. (A) PA ventricular en función del tiempo 
y (B) la INa correspondiente en función del tiempo. La “window current” está señalada en verde. (C) Porcentaje 
de canales disponibles (azul) y activados (rojo) en function del potencial de membrane. La “window current” 
(indicada en verde) se genera a potenciales en los cuales la activación e inactivación se solapan. [Adaptada de 
Veerman y cols., 2015] 
 
4.3. Biología de los canales Nav1.5: su tráfico 
 
El tráfico intracelular de canales Nav1.5 implica una serie de procesos complejos, 
desde la regulación del ARNm, la síntesis y ensamblaje de los canales en el RE, su transporte 
y procesamiento en el aparato de Golgi, su posterior transporte a los subdominios de la 
membrana donde son funcionales y por último su degradación o reciclaje (Balse y cols., 
2012). Cada proceso está coordinado, regulado y facilitado por un gran número de proteínas 
accesorias.  
 
4.3.1. Regulación del ARNm 
 
Sorprendentemente se conoce poco sobre los mecanismos que regulan la transcripción 
de SCN5A. Parece que cambios en el ARNm del canal Nav1.5 dependen de la concentración 
intracelular de calcio ([Ca2+]i), aunque se desconoce el mecanismo. Algunos estudios 
demuestran que la aplicación de un ionofóro del Ca2+ (A23187), que aumenta la 
concentración de [Ca2+]i, produce un incremento de hasta 5 veces del ARNm de Na+ mientras 
que la aplicación de un quelante de Ca2+ (BAPTA-AM) produce el efecto contrario 






4.3.2. Mecanismos de tráfico del RE a Golgi 
 
Las subunidades β se unen a Nav1.5 en el RE y promueven el tráfico hacia el Golgi 
mediante su actividad tipo chaperona. Además, la salida del RE al Golgi depende del balance 
de dos tipos de señales presentes en la proteína objeto del tráfico: de retención en el RE o/y de 
salida del RE.  
Los motivos de retención en RE quedan enmascarados cuando la proteína está plegada 
correctamente mientras que, cuando está alterada, están expuestos y la proteína es retenida en 
el RE. La señal dilisina KK presente en la mayoría de los canales en el dominio C-terminal, 
no está presente en los canales Nav1.5. Sin embargo se ha descrito la secuencia RxR de 
retención en RE en el lazo citoplasmático entre el DI y DII del canal Nav1.5 (479RKR481, 
533RRR535 y 659RQR661) (Zhou y cols., 2002). Las proteínas 14-3-3 se unen a estas 
secuencias, por tanto las enmascara, permitiendo la salida del RE del canal (Balse y cols. 
2012). Los miembros de la familia 14-3-3 son proteínas adaptadoras citosólicas diméricas 
(Morrison, 2009). Entre otras muchas funciones, estas proteínas se unen y regulan el tráfico 
de varias proteínas de membrana (Mrowiek y Schwappach, 2006). Mediante experimentos de 
coinmunoprecipitación se demostró que 14-3-3η interacciona con la parte N-terminal del lazo 
citoplasmático entre los DI y DII del canal Nav1.5 (Allouis y cols., 2006), lo que sugería que 
esta proteína podría enmascarar las secuencias de retención en el retículo RxR presentes en 
dicho lazo y permitir su tráfico hacia la membrana. Sin embargo otros estudios no observan 
ninguna influencia de la proteína adaptadora en la densidad de la INa pero sí un 
desplazamiento de la curva de inactivación de Nav1.5 hacia potenciales más negativos y un 
retraso de la reactivación al coexpresar Nav1.5 y 14-3-3η  en células COS (“CV-1 in Origin 
with SV40 genes”) lo que sugería que las 14-3-3 son capaces de modificar las propiedades 
biofísicas del canal (Allouis y cols., 2006). Además, se vio que las 14-3-3 y Nav1.5 
colocalizaban específicamente en los discos intercalares de miocitos (Allouis y cols., 2006). 
Las proteínas 14-3-3 presentan más afinidad por los canales tetraméricos que por los 
monómeros lo que facilitaría la salida de los canales adecuadamente ensamblados (Yuan y 
cols., 2003). Por el contrario, el complejo tipo I que forma la cubierta de las vesículas (coat 
complex protein I, COPI), esencial para el reciclaje de proteínas de membrana desde el Golgi 
hasta el RE, compite con las proteínas 14-3-3 por su unión a los dominios RxR (Nufer y 
Hauri, 2003; Duden, 2003). Esto sugiere que los canales mal plegados o mal ensamblados a 




COPI (Yuan y cols., 2003). 
 
Por otro lado, la salida del RE de proteínas bien ensambladas puede estar controlada 
por secuencias diacídicas (secuencia consenso DxE), presentes en el C-terminal del canal 
Nav1.5 (secuencia 2008PDRDRESIV2016) (base de datos Entrez Protein, número de acceso 
Q14524), aunque se desconoce su papel exacto. De manera similar a COPI, el complejo tipo 
II que forma la cubierta de las vesículas (COPII), necesario para la salida selectiva de 
proteínas de nueva síntesis del RE, podrían estar implicadas (Duden, 2003). Además, el 
dominio de unión a PDZ podría tener un papel en el transporte del RE al Golgi (Balse y cols., 
2012). Así, proteínas con dominio PDZ como el complejo sintrofina/distrofina, que se une 
directamente a canales Nav1.5 y al citoesqueleto de actina, haría de nexo entre ambos (Ou y 
cols., 2003). 
 
4.3.3. Motores moleculares y microtúbulos 
 
Los canales Nav1.5 plegados y ensamblados correctamente se transportan hacia la 
membrana plasmática a través del RE y el Golgi mediante los microtúbulos y sus motores 
asociados (Casini y cols., 2010). Casini y cols. demostraron que el tratamiento con taxol de 
los miocitos (que polimeriza a la proteína tubulina de los microtúbulos) disminuye la INa y 
altera el gating del canal (Casini y cols., 2010). Sin embargo hay ciertas contradicciones 
respecto al efecto producido sobre la corriente INa al manipular el citoesqueleto ya que 
algunos estudios sugieren que es puramente debido a cambios en la cinética y en la 
probabilidad de apertura del canal mientras que otros sugieren que es por cambios en el 
número de canales en la membrana (Undrovinas y cols., 1995; Casini y cols., 2010; Balse y 
cols., 2012). 
 
Los microtúbulos permiten el transporte de vesículas mediante dos tipos de motores: la 
dineína y las kinesinas, ambos dependientes de ATP. Las kinesinas, de las que hay una gran 
variedad, actúan en su mayoría como motores anterógrados (Hirokawa y cols., 2009) mientras 
que la dineína es el principal motor retrógrado. Adicionalmente, la dinactina, cuyo principal 
componente es la dinamitina p50, forma un brazo articulado al que se unen proteínas para ser 
transportadas por los microtúbulos. La dinactina tiene dos dominios estructurales: un dominio 




dinamitina a otro dominio que interacciona con los microtúbulos (Schroer, 2004; Berezuk y 
Schroer, 2007). Sobreexpresar la dinamitina p50 produce un desacoplamiento del complejo 
dineína/dinactina/dinamitina y por tanto desacopla la unión de la dinactina con su carga 
(Echeverri y cols., 1996). Sorprendentemente se ha demostrado que la dinactina regula tanto 
el transporte anterógrado, regulando las kinesinas (Deacon y cols., 2003; Berezuk y Schroer, 
2007), como el retrógrado vía dineínas (Vallee y cols., 2004; Haghnia y cols., 2007). Se ha 
descrito que la inhibición de la dinactina por sobreexpresión de la dinamitina p50 disminuye 
la magnitud de la INa como consecuencia de una disminución del número de canales 
expresados en la membrana (Chatin y cols., 2014). Esto sugiere que la dineína regula 
positivamente el tráfico anterógrado de los canales Nav1.5. Además, se ha descrito que los 
canales Nav1.5 se unen a través del lazo DI-DII (residuos 417-444) a la dinamitina p50.  
 
Además, las proteínas Rab GTPasas, reguladoras del tráfico vesicular, también 
interaccionan con el citoesqueleto (con la miosina V y VI) (Balse y cols., 2012). Es una 
familia de hasta 60 GTPasas implicadas en el tráfico vesicular anterógrado y retrógrado del 
RE al Golgi (Rab1 y Rab2 respectivamente), de Golgi a membrana (Rab6) o de degradación y 
reciclaje (Rab4, Rab5, Rab11) (Balse y cols., 2012). Sin embargo se desconoce si el tráfico 
del canal Nav1.5 es totalmente dependiente de Rab. 
 
4.3.4. Inserción de los canales en la membrana 
 
Los últimos pasos para que el canal Nav1.5 sea funcional es su inserción y 
anclaje/estabilización en la membrana. Sin embargo, se sabe poco sobre la regulación del 
tráfico del canal Nav1.5 desde el Golgi a la membrana. En un estudio reciente, Agullo-
Pascual y cols., utilizando microscopía de fluorescencia de alta resolución, caracterizaron la 
relación entre la conexina 43 (Cx43), el canal Nav1.5, y la proteína end-binding-1 (EB1). 
EB1, proteína del extremo positivo de los microtúbulos (plus end), se ancla a la membrana, 
preferentemente en zonas ricas en N-cadherina (proteína fundamental en las uniones célula-
célula), para descargar las vesículas que contienen Nav1.5. Sugieren que la Cx43 es parte de 
este complejo y participa capturando el extremo positivo de los microtúbulos (Agullo-Pascual 
y cols., 2014). Existen varias poblaciones de canales Nav1.5 en los miocitos cardiacos y 




Nav1.5 en distintos subdominios de la membrana de los miocitos (que se describen en detalle 
en el apartado I.5.3.2). 
Existen además numerosas proteínas de anclaje que regulan la expresión de canales 
Nav1.5 en la membrana, como las anquirinas, las caveolinas, proteínas MAGUK (membrane-
associated guanylate kinases), etc. (que se describen en detalle en el apartado I.5.2.).  
 
4.3.5. Endocitosis  
 
Una vez el canal se internaliza, puede o bien ser reciclado de nuevo a la membrana o 
bien degradarse vía lisosomas o proteosoma. Su destino dependerá de señales en la proteína o 
de modificaciones postraduccionales, aunque se ha sugerido que una misma vesícula puede 
sufrir diferentes destinos dependiendo de las condiciones celulares (Balse y cols., 2012).  
La internalización requiere la fisión de la membrana y un remodelado del 
citoesqueleto. La composición de la membrana está controlada por un equilibrio entre la 
síntesis de novo de canales y su endocitosis, y dado que la velocidad de endocitosis va a 
afectar la densidad de canales en la membrana, tendrá muchas repercusiones en la 
excitabilidad cardiaca. 
 La endocitosis se lleva a cabo principalmente por dos tipos de mecanismos: los 
dependientes de clatrina; o los independientes de clatrina, en los que participa la caveolina, y 
por los que se endocitan los canales Nav1.5, al menos en los miocitos ventriculares (Herfst y 
cols., 2004). Las caveolinas 1-3 son proteínas integrales de membrana que forman una 
horquilla en el interior de la membrana dejando su dominio C- y N-terminal orientados hacia 
el citoplasma. Las caveolinas son las integrantes principales de las caveolas, pequeñas 
invaginaciones de la membrana enriquecidas en colesterol. Posteriormente, la vesícula 
caveolar endocitada con el canal Nav1.5 se reciclará a la membrana o seguirá la ruta de 
endosomas tempranos y tardíos (early y late). 
Hay modificaciones post-traduccionales como la ubiquitinación que deciden de forma 
crítica el destino de las proteínas incluidas en las vesículas, (Marionneau y Abriel, 2015). La 
ubiquitinación está relacionada con la internalización de proteínas de membrana. Para ello, la 
proteína diana tiene que presentar un dominio PY (presente en el C-terminal de canales 
Nav1.5) que interacciona con el cuarto dominio rico en triptófanos (WW) de la enzima 
(Figura I.26) (Abriel y cols., 2000; Henry y cols., 2003; Rougier y cols., 2005). El aumento de 




densidad de la INav1.5 debido a una mayor degradación de los canales Nav1.5 (Van Bemmelen 
y cols., 2004; Rougier y cols., 2005). La proteína chaperona αB-Cristalina también está 
implicada en la ubiquitinación e internalización del canal Nav1.5, mediante interacción 
directa tanto con el canal como con la enzima Nedd4-2 funcionalmente activa (Huang y cols., 
2016). La vía de degradación de proteínas ubiquitinadas es el proteosoma. Se ha descrito que 
la inhibición del proteosoma mediante MG132 (MG132 inhibe la ubiquitinación) recupera el 
contenido de proteína Nav1.5 y la amplitud de la INa en miocitos de ratones deficientes en 
distrofina mientras que no las modifica en los ratones WT (Rougier y cols., 2013). Estos 
resultados sugieren que el proteosoma contribuye específicamente a la degradación de canales 
Nav1.5 en ausencia de distrofina.  
Aunque se sabe que la ubiquitinación es un señal de regulación negativa, no está claro 
si es una señal de internalización o de degradación (Balse y cols., 2012). Por otro lado parece 
que la ubiquitinación compite con la SUMOilación de los canales ya que tienen una estructura 
común pero funciones opuestas. La SUMOilación favorece entre otros la estabilización 
proteica, la modulación epigenética, la progresión celular, o la reparación del ADN (Johnson, 
2004). 
 
4.4. Proteínas reguladoras del tráfico de los canales Nav1.5 y modificaciones post-
traduccionales 
 
Además de las proteínas que regulan el tráfico de los canales Nav1.5 (Nedd4-2, 
dinamitina, Cx43, etc.) y las modificaciones post-traduccionales descritas en el apartado 4.3. 
(glicosilación, ubiquitinación, etc.), los canales Nav1.5 pueden sufrir otras que también 
regulan su expresión y función. Dada la importancia de los canales de sodio dependientes de 
voltaje en la generación del PA cardiaco la regulación del canal por proteínas accesorias tiene 
una importancia crítica. Las proteínas accesorias están implicadas en el tráfico, la regulación 
de la actividad del canal, su correcta localización celular o/y en su degradación. En cada uno 
de estos procesos parece que los canales interactúan con varias de estas proteínas accesorias. 
A día de hoy se conocen más de 20 proteínas que interaccionan directamente con el canal 
Nav1.5 desde su biosíntesis hasta su degradación, sin contar las que interaccionan de manera 







Figura I.26. Topografía del canal Nav1.5 y las proteínas que interaccionan con el mismo con su sitio de 
unión. Las proteínas con punto de interrogación tienen un sitio de unión desconocido. CAR es el receptor del 
adenovirus y coxsackievirus. Sólo se representa 1 de las 4 unidades β (en rojo). SIV representa el dominio de 
unión a PDZ. (Recuadro rojo) Esquema de la región C-terminal del canal Nav1.5 y proteínas que interaccionan 
con la misma. Se ha propuesto que la parte proximal (región estructurada) tiene seis α hélices (partes en gris H1–
H5 y el dominio IQ) (Cormier et al. 2002). La parte distal no parece estar estructurada. Se han descrito cuatro 
regiones implicadas en interacción con proteínas. El N-terminal de FH1FB interacciona con la parte proximal del 
dominio C-terminal. La CaM, Nedd4, y sintrofina (a su vez unida a la distrofina) se unen a regiones 
especificadas en el esquema [Adaptadas de Abriel y Kass ,2005 y  Abriel y cols., 2015]. 
 
• Glicosilación 
Si bien la isoforma cardiaca está mucho menos glicosilada que las isoformas neuronales 
(13 kDa de carbohidratos en Nav1.5 vs 50-60 kDa en las neuronales) (Cohen y Levitt, 1993), 
parece que el canal en las aurículas está más glicosilado que en los ventrículos, lo que sugiere 
que hay un proceso de maduración cámara-específico (Arakel y cols., 2014). Además un 
estudio reciente sugiere que los canales Nav1.5 se expresan en la membrana plasmática de los 
miocitos cardiacos en dos formas maduras distintas, una forma totalmente glicosilada y 
funcional  que alcanzaría la membrana por la ruta de maduración tradicional (RE-Golgi-
membrana) y otra forma parcialmente glicosilada (no funcional o parcialmente funcional) que 
alcanzaría la membrana mediante una ruta no convencional independiente de Golgi (Mercier 





Figura I.27. Modelo hipotético de la maduración y tráfico de canales Nav1.5 nativos (según Mercier y 
cols., 2015). (A) Después de su síntesis los canales Nav1.5 se localizan en el interior del RE donde se completa 
el primer paso de la N-glicosilación (a), generando canales Nav1.5 (azul) de bajo peso molecular (LMW, low 
molecular weight). Después, los canales de LMW glicosilados son transportados al aparato de Golgi (b) donde se 
añaden o modifican los N-glicanos (c), este proceso de glicosilación final confiere resistencia a la digestión por 
Endo-H y generan los canales maduros de alto peso molecular (HMW, high molecular weight). Por último, los 
canales trafican a membrana donde son funcionales (d), los canales Nav1.5 pueden tener múltiples destinos 
dependiendo del contexto de la expresión. Por otro lado, los canales Nav1.5, después de alcanzar el estado 
glicosilado inmaduro en el RE, podrían utilizar una ruta de tráfico alternativa insensible a BFA, por lo que 
estarían en membrana en su formas LMW (e). (B) Imagen de western blot donde se aprecian las dos bandas de 
glicosilación del canal Nav1.5. La flecha superior verde marca la forma HMW y la flecha inferior morada marca 
la forma LMW [Adaptado de Mercier y cols., 2015]. 
 
Una posible explicación para tal fenómeno sería que la N-glicosilación temprana (en RE) 
sería suficiente para el tráfico hacia la superficie celular de los canales Nav1.5, aunque la 
adición de más N-glicanos y modificaciones postraduccionales en el aparato de Golgi 
(presumiblemente en el trans) serían requeridas para la funcionalidad del canal. 
 
• Proteínas Cinasas y Fosfatasas 
El canal Nav1.5 posee secuencias consenso de unión a la PKA, la PKC y la Calcio-
Calmodulina Quinasa II (CamKII).  
Los efectos de la PKA sobre la INa son objeto de debate, algunos estudios describen una 
inhibición de la corriente, mientras otros un aumento de la misma, quizás debido a diferencias 
metodológicas (Sunami y cols., 1991; Zhou y cols., 2002, respectivamente). Lo que sí parece 
es que la PKA fosforila las serinas S525 y S528 del canal Nav1.5 (Zhou y cols., 2002). El 































el RE del tipo RxR (dónde un residuo x está flanqueado por dos argininas) (479RKR481, 
533RRR535 y 659RQR661), siendo el dominio más importante para la retención el 
533RRR535. La PKA al fosforilar los residuos S525 y S528, enmascara este dominio de 
retención, permitiendo un aumento en la salida del RE hacia membrana de canales, 
produciendo un incremento de la INa (Zhou y cols., 2002).  
La PKC fosforila la S1503 de Nav1.5, disminuyendo la probabilidad de apertura del canal 
por estabilizarlo en el estado inactivo inhibiendo la INa (Tateyama y cols., 2003; Scheuer, 
2011).  
Hay pocos estudios respecto a los efectos de la fosforilación de tirosinas. Dos proteínas de 
la familia Src, la quinasa Fyn y la fosfatasa PTPH1, fosforilan y desfosforilan 
respectivamente a Nav1.5 modulando principalmente las características de la inactivación del 
canal. La tirosina fosforilada por Fyn es la Y1495 (situada en el lazo citoplasmático entre los 
DIII y IV del canal) y la diana de la PTPH1 parece ser el dominio de unión a PDZ (C-
terminal) (Rook y cols., 2012). 
Respecto a la CamKII, los resultados son contradictorios, pudiendo achacar la disparidad 
a diferencias entre especies, sistemas de expresión, procedimientos electrofisiológicos, o 
isoformas de las proteínas utilizadas en los diferentes trabajos. Cabe la posibilidad, sin 
embargo, de que reflejen la existencia de más de un mecanismo regulatorio dependiente de 
calcio para el canal Nav1.5.  Sin embargo, la combinación de los resultados definen 
claramente al Ca2+, a la CaM, y a la CaMKII como reguladores de Nav1.5 (Rook y cols., 
2012). Hace menos de un año se publicó un mapa de la fosforilación de residuos de Nav1.5 
por CaMKII en células HEK293, demostrando que esta cinasa es capaz de fosforilar in vitro 
diversas serinas y treoninas principalmente situadas en el extremo N-terminal, en el primer 
lazo intracelular y en el extremo C-terminal del canal Nav1.5 humano (Herren y cols., 2015). 
 
• MOG1 (Multicopy suppresor of gsp-1) 
MOG1 regula el tráfico nuclear proteico (Baker y cols., 2001). MOG1 y Nav1.5 
coinmunoprecipitan y colocalizan en los discos intercalares, produciéndose la unión de ambas 
proteínas a través del lazo intracelular entre los DII y III del canal Nav1.5 (Wu y cols., 2008). 
Se conocen mutaciones en RANGRF, gen que codifica para MOG1, asociadas a SBr, como la 
p.E83D, que produce una inhibición de la INa debido al tráfico deficiente del canal hacia la 
membrana plasmática (Kattygnarath y cols., 2011). Se ha demostrado que la inhibición de 




sobreexpresión de esta proteína es capaz de “rescatar” el tráfico deficiente de varios mutantes 
de Nav1.5 asociados a SBr (Kattygnarath y cols., 2011; Chakrabarti y cols., 2013), lo cual 
posiciona a esta proteína como posible diana para el tratamiento de determinados pacientes 
con SBr. 
 
• Factores de crecimiento de fibroblastos (FGFs) 
Algunos FGFs como el FGF12, FGF13 o FGF14 se unen al C-terminal de Nav1.5 
modulando las propiedades del canal. Por ejemplo, la coexpresión de FGF12 (también 
denominado FHF1B) con el canal Nav1.5 en células HEK293 produce un desplazamiento 
significativo hacia potenciales más negativos de la curva de inactivación del canal (Liu y 
cols., 2003). Se ha descubierto que determinados pacientes con SBr poseen una mutación con 
pérdida de función en FGF12 (p.Q7R). La proteína mutada reduce el pico de INa lo que podría 
explicar el SBr en los pacientes con dicha mutación, y añadiría un gen más a la lista de genes 
susceptibles de generar SBr (Hennesey y cols., 2013). Por otro lado, la coexpresión de FGF14 
con Nav1.5 en células HEK293 produce una disminución del pico de INa y un desplazamiento 
de la curva de inactivación (Lou y cols., 2005). Además, se ha demostrado que el 
silenciamiento de FGF13 en miocitos ventriculares de ratón produce una disminución en la 
densidad de la INa y una menor velocidad de conducción en monocapas de miocitos (Wang y 
cols., 2011).  
 
• Proteína similar a Deshidrogenasa Glicerol-3-Fosfato (GPD1-L) 
La GPD1-L interacciona con el canal Nav1.5 aunque se desconocen los determinantes 
moleculares de tal interacción (Valdivia y cols., 2009). Diversas mutaciones de pérdida de 
función en el gen que codifica para esta proteína se han asociado a SBr y a muerte súbita del 
recién nacido, pues conllevan una disminución significativa de la INa (London y cols., 2007; 
Van Norstrand y cols., 2007). Se ha propuesto que dicha disminución podría ser debida  a que 
la pérdida de función de la GPD1-L mutante llevaría a un aumento de la fosforilación de 
Nav1.5 dependiente de PKC (en particular del residuo S1503) (Valdivia y cols., 2009). 
 
• Regulación por micro ARNs 
Los micro ARNs (miRNAs) son pequeñas moléculas de ARN de unos 22 nucleótidos de 
longitud que regulan la expresión del ARNm complementario (Ambros, 2004; Bartel, 2004). 




cardiaco por diversos miRNAs a nivel post transcripcional; en concreto miR-219 aumenta la  
expresión de canales Nav1.5 lo que conlleva un incremento de la INa (Daimi y cols., 2015). 
 
4.5. Canalopatías asociadas a los canales de Na+ cardiacos 
 
La importancia de los canales de Na+ se pone de manifiesto en la existencia de diferentes 
enfermedades causadas por mutaciones (se conocen más de 100) en los genes que los 
codifican, entre las que se encuentran numerosas enfermedades que afectan a la función 
nerviosa o a la contracción del músculo esquelético y/o cardiaco (Cannon y cols., 1991; 
Wallace y cols., 1998; Moric y cols., 2003; George, 2005). 
A nivel cardiaco, las mutaciones en el gen SCN5A se han relacionado con la aparición de 
arritmias [SQTL, SBr, FA] y/o con defectos en la conducción intracardiaca y fenotipos mixtos 
(Wang y cols., 1995; Chen y cols., 1998; Schott y cols., 1999; Wei y cols., 1999; Veldkamp y 
cols., 2000; Tan y cols., 2001; Grant y cols., 2002; Darbar y cols., 2008; Wilde y Postema, 
2015) (Tabla I.6). Las patologías asociadas a alteraciones, tanto de estructura como de 
función, de canales iónicos se denominan canalopatías. La prevalencia de canalopatías 
cardiacas en la población es difícil de evaluar pero se estima que son responsables de 
aproximadamente la mitad de las muertes súbitas cardiacas (Behr y cols., 2008). 
 
Patología Características clínicas 
Alteraciones 
en INa 
















Muerte súbita cardiaca 
 
↓ INa, 
Elevación segmento ST en 
(V1–V3) 
↑ duración del PQ y QRS 
(con un intervalo QT normal) 





Alteración de la 
conducción en el nódulo 




Ritmo cardiaco irregular o 
pausas > 2 s 
Alternancia del ritmo cardiaco
acelerado/lento 
(taquicardia/bradicardia) 




Patología Características clínicas 
Alteraciones 
en INa 
Alteraciones en el 
ECG 
sistema de conducción 
cardiaca (DCCP) 
bloqueo AV, bloqueo 
infrahisiano y bloqueo de 
rama derecha o izquierda 
intervalo QT. 
onda P y del intervalo PR 
Ensanchamiento QRS sin 
elevación del segmento ST o 
prolongación del intervalo 
QT 
Cardiomiopatía dilatada 
Defectos estructurales y 
arritmias 
(McNair y cols., 2011) 
↑ o ↓ INa 
ECG variados 
Onda P bifásica 
Depresión del segmento ST 
y onda T invertida  
Bloqueo de rama izquierda o 
derecha 




Tabla I.6. Principales patologías cardiacasa asociadas a alteraciones en el gen SCN5A. ↑ aumento; ↓ 
disminución; TdP, Torsade de Pointes; SA, senoauricular; AV, auricoventricular [Adaptado de Detta y cols., 
2015]. 
 
Parte de la variabilidad clínica observada es el resultado directo de los efectos de las 
mutaciones en las propiedades biofísicas y tráfico del canal Nav1.5. Estos efectos se suelen 
dividir en ganancia o pérdida de función del canal (es decir, aumento o disminución de la INa, 
respectivamente) (Figura I.28). La ganancia de función se puede deber a un aumento en la 
INa,L (entrada persistente de Na+ en la fase de meseta del PA), a la inactivación incompleta, o a 
un aumento de la corriente window por un desplazamiento de la curva de inactivación a 
potenciales más despolarizados (Figura I.28 D y E). El aumento de Na+ produce un aumento 
de la DPA y por tanto una prolongación del intervalo QT, dando lugar a la aparición de SQTL 
tipo 3 (Figura I.29C). Por el contrario, las mutaciones que producen una pérdida de función 
del canal Nav1.5, disminuyen el pico de la INa, desplazan la curva de activación a potenciales 
de membrana más despolarizados, o producen una inactivación del canal  más rápida o a 
potenciales más hiperpolarizados (Figura I.28 A, B y C). Estas mutaciones son responsables 
del SBr, el SSE, y el DCCP. Algunas mutaciones de SCN5A se asocian a FA familiar o 
generan fenotipos mixtos (síndromes solapados). Estas últimas pueden producir 
simultáneamente un aumento en la INa,L y una reducción del pico de la INa, siendo por tanto 
ganancia y pérdida de función a la vez (Bezzina y cols., 1999). Los pacientes portadores de 
mutaciones que dan lugar a síndromes solapados pueden presentar características 
electrocardiográficas tanto de SQTL tipo 3 con una prolongación del intervalo QT como de 
SBr con elevación del segmento ST en las derivaciones V1 a V3 simultáneamente. En otros 




presentan fenotipos distintos. Este es el caso de la mutación p.D1816VfsX7 identificada en 
una amplia familia española en la que los diversos portadores presentaban fenotipos que iban 
desde la FV idiopática, hasta la FA, los defectos de conducción o el SBr (Dolz y cols., 2013). 
 
 
Figura I.28. Mecanismos que llevan a la reducción del pico de INa (A) o al aumento de la INa,L (D). Hay dos 
mecanismos que conducen a la disminución del pico de INa: (B) el desplazamiento de la dependencia de voltaje 
de la activación hacia potenciales de membrana más despolarizados o, (C) un desplazamiento hacia potenciales 
más negativos de la dependencia de voltaje de la curva de inactivación. La disminución del pico de corriente a 
un potencial de membrana dado se debe a que hay menos canales de sodio disponibles. Ambos mecanismos han 
sido descritos para mutaciones de SCN5A asociadas a SBr. Hay dos mecanismos que conducen al incremento de 
la INa,L: un fallo en la inactivación (por ejemplo, los canales no se inactivan completamente) (D) o un incremento 
en la “window current” (E) debido a un desplazamiento de la inactivación hacia potenciales más despolarizados, 









El SQTL se caracteriza por una marcada prolongación del intervalo QT del ECG 
consecuencia de la prolongación la DPA a nivel ventricular. Estas alteraciones de la 
repolarización que pueden producir la aparición de taquicardias ventriculares polimórficas, 
Torsades de Pointes (TdP), FV y muerte súbita (Figura I.29) (Ackerman y Clapham, 1997). 
Habitualmente, el SQTL presenta una herencia autosómica dominante (síndrome de Romano-
Ward), aunque también existe una variante autosómica recesiva (síndrome de Jervell y Lange-
Nielsen) (Ackerman, 2004). 
El SQTL hereditario se divide en 15 tipos descritos hasta la fecha, cada uno relacionado 
con una alteración genética concreta (SQTL1 a SQTL15) (Schwartz, 2006; Amin y cols., 
2013; Nakano y Shimizu, 2016) (Tabla I.7). Se conocen más de 250 mutaciones asociadas 
tanto a SCN5A como a proteínas accesorias. El SQTL1, SQTL2 y SQTL3 son los tipos más 
frecuentes, de los cuales, el SQTL3 (10% de los casos) es el único asociado a mutaciones en 




Figura I.29. Actividad eléctrica cardiaca y SQTL asociado al incremento de INa,L. (A) Prolongación del 
intervalo QT en un ECG de superficie. (B) Prolongación de la DPA debido al aumento de la duración de la fase 
2. (C) Incremento de la INa,L (azul claro) que puede llevar asociado un SQTL 3, 9, 10 ó 12. [Adaptadas de Amin 
y cols., 2013] 
 
Las mutaciones descritas hasta ahora responsables del SQTL3 (Wang y cols., 1995; 
Splawski y cols., 2000; George, 2005; Napolitano y cols., 2006) producen una ganancia de 
función del canal de Na+ o una modificación del acoplamiento activación-inactivación de la 
inactivación y/o de la deactivación del canal (Figura I.28D y E). El resultado es un aumento 
de la INa durante la fase de meseta del PA (INa,L) (Figura I.29C) que, aunque es de amplitud 
muy pequeña (≈0.5-2% respecto a la amplitud máxima de la INa), es suficiente para producir 
la prolongación de la DPA (Bennett y cols., 1995; Dumaine y cols., 1996; Tamargo, 2000). Es 




durmiendo a diferencia de los SQTL1 y 2 que se manifiestan en el ejercicio (especialmente 
nadar) o bajo estrés emocional respectivamente (Schwartz, 2006). 
Además, se han descrito mutaciones en genes distintos al SCN5A que también tienen 
como consecuencia un aumento de la INa,L y que se han relacionado con el SQTL. Estas 
mutaciones afectan a los genes que codifican proteínas accesorias del canal Nav1.5 como la 
caveolina3 (Cav3) (SQTL9) (Vatta y cols., 2006), la subunidad auxiliar Navβ4 (SQTL10) 
(Medeiros-Domingo y cols., 2007) y la α1-sintrofina (SQTL12) (Ueda y cols., 2008; Wu y 









LQT1 KCNQ1 Kv7.1 IKs ↓ 
LQT2 KCNH2 KV11.1 IKr ↓ 
LQT3 SCN5A Nav1.5 INa ↑ 
LQT4 Anquirina-B Anquirina-B Na+/K+ ATPasa 
LQT5 KCNE1 MinK IKs ↓ 
LQT6 KCNE2 MiRP1 IKr ↓ 
LQT7 KCNJ2 Kir2.1 IK1 ↓ 
LQT8 CACNA1C CaV1.2 ICa-L ↑ 
LQT9 CAV3 Cav3 INa ↑ 
LQT10 SCN4B Subunidad SCNβ4 INa ↑ 
LQT11 AKAP-9 Yotiao IKs ↓ 
LQT12 SNTA1 Sintrofina-α1 INa ↓ 
LQT13 KCNJ5 Kir3.4 IKACh ↓ 
LQT14 CALM1 Calmodulina1 
LQT15 CALM2 Calmodulina2 




Síndrome Jervell y Lange–Nielsen 
 
JLN1 KCNQ1 Kv7.1 IKs ↓ 
JLN2 KCNE1 MinK IKs ↓ 
 
Tabla I.7. Bases genéticas del SQTL. ↑ aumento; ↓ disminución [Adaptada de Nakano y Shimizu, 2016] 
 
Por último, se ha identificado un polimorfismo (p.S1102Y) que aparece con mayor 




tras la administración de diferentes fármacos (Splawski y cols., 2002). Esta prolongación del 
intervalo QT producida por la administración de fármacos se denomina “SQTL adquirido”. 
El tratamiento farmacológico depende del tipo de SQTL del paciente. La mexiletina es 
especialmente efectiva en pacientes con mutaciones en SCN5A que dan lugar a canales con la 
inactivación retrasada (Ruan y cols., 2007; Mazzanti y cols., 2016), aunque a altas dosis, es 
proarrítmica. Los beta-bloqueantes son los fármacos de elección para el tratamiento del 
SQTL1 y 2, pero en el tipo 3 son menos efectivos (Schwartz y cols., 2001; Bankston y Kass, 
2010). La ranolazina ha demostrado ser efectiva tanto para el SQTL3 como para la FA ya que 
disminuye el pico máximo de la INa, pero en particular, inhibe la INaL en miocitos auriculares 
(Antzelevitch y cols., 2011). Sin embargo también inhibe las corrientes de IK e ICa,L, por lo 
que tiene algunos efectos secundarios (Antzelevitch y cols., 2011). El tratamiento de los 




• SBr  
Las mutaciones que producen pérdida de función responsables del SBr reducen la INa 
como resultado de la síntesis de proteínas no funcionales, fallos en el tráfico a membrana de 
la proteína sintetizada, o una inactivación acelerada del canal (Figura I.28A, B y C) (Grant, 
2009). El resultado final es un acortamiento de la DPA en el tejido epicárdico y el aumento de 
la heterogeneidad de la repolarización ventricular y del riesgo de sufrir FV (Brugada y 
Brugada, 1992; Antzelevitch, 2001) (Figura I.30). Se discute sin embargo, si la alteración en 
la repolarización es consecuencia de un retraso en la excitación transmural cardiaca, 
consecuencia a su vez de la disminución en la excitabilidad cardiaca producida por la 
disminución de la INa. 
El SBr se caracteriza por un bloqueo de rama derecha, la elevación del segmento ST en las 
derivaciones V1 a V3 del ECG y muerte súbita en pacientes con un corazón estructuralmente 
normal. Es más común en hombres que mujeres (debido a diferencias intrínsecas en la 
expresión de canales entre mujeres y hombres –mayor densidad de Ito en hombres- o debido a 
diferencias hormonales) (Antzelevitch, 2006; Shimizu y cols., 2007). En algunos pacientes, la 
fiebre (algunas mutaciones generan canales cuya pérdida de función es mayor al aumentar la 
temperatura) (Keller y cols., 2005) desenmascara un ECG característico de SBr y 






Figura I.30. Representación esquemática de los hipotéticos cambios en el PA ventricular derecho 
epicárdico responsables de las manifestaciones electrocardiográfica del SBr. Modelo desarrollado por 
Antzelevitch para explicar el SBr como una alteración en la repolarización. En el epicardio cuando la INa se 
reduce, hay un cambio en la forma del PA que se manifiesta como una elevación en el ST y una onda T 
negativa, produciéndose una prolongación en el PA epicárdico, siendo la duración de éste más larga que la de 
los PAs del endocardio (A) y (B). Sumado a ésta reducción de la INa, la Ito repolariza la membrana más allá del 
voltaje al que los canales de calcio tipo L son activados, resultando en la pérdida de la fase de meseta del PA. 
Esta pérdida es heterogénea, generando una dispersión epicárdica de la repolarización (C). Tal dispersión 
permite la reentrada en fase 2, causando un impulso prematuro, que puede generar FV como consecuencia de la 
reentrada transmural del extrasístole (D). [Adaptadas de Antzelevitch, 2003] 
 
Hay pacientes en los que los dos alelos del gen SCN5A están mutados (heterocigosis 
compuesta). Nuestro grupo describió el caso de un paciente portador de una mutación en uno 
de los alelos de SCN5A que codifica la mutación p.G1748D que genera canales con profundos 
defectos de gating que además prácticamente no trafican a la membrana, lo cual daba lugar a 
una reducción del pico de la INa en un 90% (Núñez y cols., 2013). En el otro alelo, el paciente 
portaba otra mutación que en este caso codificaba para los canales p.D1690N que, aunque no 
presentaban marcados defectos en el gating, tampoco eran capaces de alcanzar correctamente 
la membrana plasmática. En este alelo además se detectó el polimorfismo p.H558R que ejerce 
de chaperona rescantando algunos mutantes del canal Nav1.5 (Marangoni y cols., 2011; 




mutantes con canales WT (p.D1690N+WT: p.G1748D+WT) se observó que las corrientes 
generadas en ambos casos eran significativamente inferiores al 50% de la corriente generada 
por canales WT solos (Núñez y cols., 2013). Es decir ambos mutantes actúan como “proteínas 
venenosas” que son capaces de disminuir la función y la expresión de las proteínas sanas, es 
lo que se denomina en genética, como ya hemos mencionado, EDN (Sottas y Abriel, 2016). 
La “haploinsuficiencia”, al contrario que el EDN, implica que la proteína mutada no se 
expresa y/o funciona sin embargo no interfiriendo con las proteínas WT (Herskowitz, 1987). 
Además en el trabajo de Núñez y cols., la cotransfección del mutante del canal Nav1.5 
p.D1690N sorprendentemente restablece los defectos de gating del mutante p.G1748D 
aunque sólo rescata ligeramente su tráfico a membrana (Núñez y cols., 2013).  
Hace aproximadamente 10 años, durante la investigación de una mutación identificada en 
un paciente con SBr, se demostró que al cotransfectar en células HEK293 los canales Nav1.5 
mutantes (p.L325R) con los WT en proporción 0.5:0.5 (puesto que la mutación aparecía en 
heterocigosis en el paciente), la corriente generada (INav1.5) estaba exageradamente reducida 
en comparación con la generada en células transfectadas únicamente con la subunidad α WT 
(1) (Keller y cols., 2005). Se demostró posteriormente que la disminución de la INa no era 
debida a una mayor degradación de canales Nav1.5 WT, como se había descrito para canales 
de calcio (Mezghrani y cols., 2008), ya que utilizando un inhibidor del proteosoma (MG132) 
el nivel de disminución era similar (Mercier y cols., 2012). Este hallazgo fue la primera 
demostración de que un mutante de Nav1.5 podía producir EDN, cosa, que hasta la fecha, se 
había demostrado sólo en canales multiméricos como los de K+. Más aún, los resultados 
implicaban que las subunidades α-Nav1.5, a pesar de que per se son capaces de generar 
canales funcionales, interaccionan entre sí, bien en la membrana celular formando agregados, 
o bien en alguno de los procesos de síntesis, tráfico a membrana, y reciclaje que sufren los 
canales durante su ciclo biológico. Posteriormente, diferentes estudios confirmaron que otras 
mutaciones que producen la pérdida de función de los canales Nav1.5 también producen EDN 
(Clatot y cols., 2012; Mercier y cols., 2012; Núñez y cols., 2013). Posteriormente se ha 
demostrado que las subunidades α-Nav1.5 pueden coinmunoprecipitar, siendo la primera 
evidencia bioquímica de que existe de la interacción entre subunidades en la membrana 
citoplasmática (Clatot y cols., 2012). De hecho para que se produzca el tráfico hacia la 
membrana de los canales Nav1.5 sintetizados es necesario que en el RE se produzca la 
interacción entre subunidades α a través de su dominio N-terminal (Clatot y cols., 2012; 




todavía se desconoce la estequiometría, la localización, y los determinantes moleculares 
responsables de este fenómeno, aunque parece que la subunidad β1 es fundamental (Mercier y 
cols., 2012). En último término implican que probablemente varios canales Nav1.5 están 
agrupados en cada canalosoma. 
Otras mutaciones del canal Nav1.5 que aparecen en heterocigosis no producen EDN. 
Es el caso de la mutación por desplazamiento del marco de lectura p.D1816VfsX7 que genera 
una proteína truncada sin los 200 últimos aminoácidos del canal (extremo C-terminal) (Dolz-
Gaitón y cols., 2013). También se han descrito mutaciones que, a diferencia de las 
mencionadas anteriormente, se localizan en el dominio N-terminal del canal y producen EDN 
(p.R104W y p.R121W) (Clatot y cols., 2012). Estos datos indican que la aparición de EDN no 
está ligada exclusivamente a la presencia de las mutaciones en el DIV y C-terminal del canal. 
Aunque la subunidad Nav1.5 es la principal responsable de la INa cardiaca, se 
desconoce en gran parte el papel que juegan en el miocardio otras subunidades α del canal de 
sodio (Tabla I.8). Aunque inicialmente se propuso que la subunidad Nav1.8 sólo estaba 
presente en neuronas intracardiacas (Verkerk y cols., 2012), se han descrito diversas 
mutaciones en el gen SCNA10, que codifica el canal Nav1.8, asociadas al SBr (Hu y cols., 
2014). Por un lado se demostró que Nav1.5 y Nav1.8 son capaces de interaccionar entre sí y 
por otro se observó que los mutantes de Nav1.8 son capaces de ejercer un EDN sobre la INa 
generada por Nav1.5, lo que explicaría el SBr en aquellos pacientes portadores de dichas 
mutaciones. Además en pacientes con diversas miotonías es frecuente la identificación de 
mutaciones en el gen SCN4A que codifica para Nav1.4, cuya expresión mayoritaria es en 
músculo esquelético. Estos pacientes presentan manifestaciones cardiacas similares a las del 
SBr y, viceversa, hay pacientes con SBr que presentan miotonías (Bissay y cols., 2016). Esta 
relación entre canalopatías del músculo esquelético y cardiacas asociadas a canales de Na+ 
deberá ser estudiada en el futuro.  
Otras proteínas accesorias del canal de Na+ en las que se han descrito mutaciones que se 
han asociado al SBr son (Tabla I.8): la GPD1-L (London y cols., 2007; Van Norstrand y cols., 
2007), las subunidades auxiliares Navβ1 (Watanabe y cols., 2008), Navβ2 (Riuró y cols., 
2013) y  Navβ3 (Hu y cols., 2009), MOG1 (Kattygnarath y cols., 2011), la SLMAP 
(Sarcolemmal membrana-associated protein) (Ishikawa y cols., 2012) y la placofilina 2 









Disfunción en canal de Na+ 
 
 
Disfunción en canal de K+ 
 
 SCN5A 20–30% INa↓  HCN4 Rara IK↑ 
 SCN10A Rara INa↓  KCNE3 Rara IK↑ 
 SCN1B Rara INa↓  KCNE5 Rara IK↑ 
 SCN2B Rara INa↓  KCND3 Rara IK↑ 
 SCN3B Rara INa↓  ABCC9 Rara IK↑ 
 GPD1L Rara INa↓  KCNJ8 Rara IK↑ 
 MOG1 Rara INa↓  KCNH2 Rara IK↑ 
 SLMAP Rara INa↓  PKP2 Rara IK↑ 
 PKP2 Rara INa↓     
   Otros 
  
Disfunción en canal de Ca2+ 
 
     
    TPRM4                            Rara                  Potencial de 
                                                                    reposo anormal  
 CACNA1C 1–3% ICa↓    
 CACNB2 1–3% ICa↓    





    
 
Tabla I.8. Bases genéticas del SBr. ↑ aumento; ↓ disminución [Adaptada de Watanabe y Minamino, 2016] 
 
Como se puede observar en la Tabla I.8 el SBr se asocia en otros pacientes a mutaciones 
que producen bien el aumento de la corriente generada por diversos canales de K+ o  bien la 
disminución de la corriente de calcio tipo L (Watanabe y Minamino, 2016).  
El tratamiento de los pacientes con SBr mediante fármacos (isoprotenerol), ablación por 
radiofrecuencia o bien implantando un DCI es la única estrategia capaz de prevenir la muerte 
súbita (Priori y cols., 2013). 
 
• SSE o Síndrome Congénito del Nodo del Seno 
Este síndrome engloba varias formas de arritmias que pueden ser transitorias (por ejemplo 
la bradicardia sinusal o la parada sinusal) y son debidas a un mal funcionamiento del nodo 
SA. En algunos casos el SSE congénito aparece en pacientes muy sintomáticos y 
generalmente jóvenes que son portadores de mutaciones de pérdida de función en el gen 







• Enfermedad progresiva del sistema de conducción cardiaca (PCCD) 
La PCCD (también llamado enfermedad de Lev-Lenègre) se manifiesta como una 
prolongación progresiva de los parámetros de conducción (onda P, PR y QRS), y bloqueo de 
rama derecha o izquierda, sin elevación del segmento ST ni prolongación del intervalo QT. Al 
igual que el SSE, la forma genética de la PCCD se asocia a mutaciones de pérdida de función 
en el gen SCN5A. De hecho, una sola mutación en SCN5A puede producir PCCD aislada o 
combinada con SBr (Kyndt y cols., 2001;  Smits y cols., 2005).  
 
• Cardiomiopatía dilatada 
La cardiomiopatía dilatada se caracteriza por una dilatación de las cámaras cardiacas que 
conduce a alteraciones de la contractilidad y a arritmias ventriculares que desencadenan la 
muerte súbita del paciente (Detta y cols., 2015). Las causas son muy variadas, pero 
aproximadamente en el 50% de los casos son idiopáticas. De este 50%, un 20% son casos 
hereditarios genéticamente determinados (Fatkin, 2011; Detta y cols., 2015). Aunque la 
implicación de mutaciones en SCN5A en la enfermedad es controvertida (Groenewegen y 
cols., 2005; McNair y cols., 2004; McNair y cols., 2011), se han descrito casos asociados a 
diversas mutaciones de pérdida de función que dan lugar a canales con alteraciones de gating 
(McNair y cols., 2004). Curiosamente, en la mayoría de los casos estos pacientes presentan 
otras manifestaciones eléctricas simultáneamente (FA, flutter auricular, bloqueo 
auricoventricular, taquicardia ventricular y/o FV).  
 
• FA 
La FA es una taquiarritmia caracterizada por una activación descoordinada y muy rápida 
(>350 latidos por minuto) de las aurículas (Nattel, 2002; Fuster y cols., 2006). Es la arritmia 
cardiaca de mayor prevalencia en la población general (1-2%) y afecta generalmente a 
pacientes con cardiopatías diversas pero también aparece en gente joven con corazones 
aparentemente sanos. Los estudios poblacionales sugieren que la FA presenta un componente 
genético importante. Se han descrito mutaciones tanto de pérdida de función en el gen SCN5A 
(p. ej. p.D1275N y p.N1986K) (Olson y cols., 2005; Ellinor y cols., 2008), SCN1B (p. ej. 
p.R85H y p.D153N) y SCN2B  (p. ej. p.R28Q) (Watanabe y cols., 2009) como de ganancia de 
función en el gen SCN5A (p. ej. p.M1875T) (Li y cols., 2009) (Figura I.28). Estos resultados 
apoyan la hipótesis de que la disminución o el aumento de la INa podrían aumentar la 




estabilizar los rotores auriculares de alta frecuencia (Kneller y cols., 2005), mientras que la 
inhibición de la INa acortaría la DPA y reduciría la velocidad de conducción y la excitabilidad 
auriculares, lo que acortaría la longitud de onda del circuito de reentrada y desestabilizaría los 
rotores de alta frecuencia (Kneller y cols., 2005). 
 
• Otros síndromes arritmogénicos 
Por último, se han descrito otras mutaciones que afectan al canal de Na+ y que se asocian 
con la muerte súbita del recién nacido (Arnestad y cols., 2007) o el síndrome de 





5. CANALOSOMAS DE CANALES Kir2.x-Nav1.5 
 
5.1. Definición de canalosoma 
 
El concepto clásico consideraba que los canales iónicos cardiacos son complejos 
heteromultiméricos formados por el ensamblaje de la subunidad α, que forma el poro 
hidrofílico, con una o más subunidades auxiliares. Sin embargo, en los últimos años se ha 
hecho evidente que aunque el ensamblaje de estas subunidades puede formar un canal 
funcional, en la mayoría de los casos, el correcto funcionamiento del mismo requiere su 
localización específica en una zona determinada del sarcolema, su anclaje al citoesqueleto y/o 
su unión a proteínas que actúan de plataformas (scaffold proteins) y que ponen en relación al 
canal con otros canales, receptores o enzimas. Este conjunto de proteínas constituye un 
"canalosoma" y representa la unidad estructural y funcional del canal iónico en la membrana.  
Recientemente, las mutaciones en las proteínas y enzimas accesorias que forman parte 
de los canalosomas se empiezan a asociar a síndromes arritmogénicos hereditarios. En estos 
casos, los canales iónicos están estructuralmente intactos pero tienen la función y/o expresión 
alterada, lo que pone de manifiesto la importancia de las funciones biológicas de estas 




parte de varios complejos multiproteicos localizados en distintas regiones celulares (Figura 
I.36).  
 
5.2. Canalosomas de canales Nav1.5 
 
Además de las proteínas reguladoras del tráfico y modificaciones post-traduccionales del 
canal Nav1.5 que hemos descrito en el apartado I.4.4, otras proteínas anclan al canal en 
membrana formando macrocomplejos funcionales (canalosomas) que regulan la actividad del 
canal.  
Varias de estas proteínas de anclaje tienen dominios PDZ. Los dominios PDZ, cuyo 
nombre deriva de las tres primeras proteínas en donde fueron identificados [Post synaptic 
density protein (PSD95), Drosophila disc large tumor suppressor (Dlg1), y Zonula 
occludens-1 protein (zo-1)] (Kennedy, 1995), son secuencias de aproximadamente 80-90 
aminoácidos que permiten interacciones proteína-proteína, jugando un papel fundamental en 
la organización de complejos proteicos y en la señalización celular (Lee y Zheng, 2010; 
Ivarsson, 2012). (Ponting, 1997; Ivarsson, 2012). 
 
• SAP97 
SAP97 juega un papel importante en el tráfico y en el anclaje de canales iónicos y 
proteínas a la membrana en varios tipos celulares. SAP97 se expresa de forma abundante en el 
miocardio, especialmente a nivel de los discos intercalares y túbulos T donde interacciona con 
canales Nav1.5 (Petitprez y cols., 2011; Abriel y cols., 2015).  
La familia MAGUK, a la que pertenece SAP97, PSD-95 (SAP90), PSD-93 (Chapsyn 110) 
y SAP102, tiene una misma organización de dominios, caracterizada por presentar un 
dominio análogo a la guanilato kinasa (GUK) inactivo (Elias y cols., 2006). Además del 
dominio GUK, que carece de actividad enzimática, contienen 3 dominios PDZ, y una región 
SH3 (Src homology 3). SAP97 difiere de los otros miembros de la familia MAGUK en sus 
dos regiones de splicing alternativas que generan múltiples isoformas de SAP97 (Fourie y 
cols., 2014). Una de ellas se localiza en el N-terminal entre el dominio N-terminal y el primer 
PDZ en la que hay dos inserciones de splicing (I1A e I1B) y la otra región está entre el 
dominio SH3 y el GUK (Figura I.31) y contiene cuatro inserciones de splicing: I2, I3, I4 e I5 
(Fourie y cols., 2014). Además, se diferencia entre α- (presenta 2 cisteínas palmitoiladas) y β-




isoformas que se expresan en miocardio humano son las que presentan el dominio L27 (que le 
permite polimerizar) y además las regiones I3 e I1A (I3+I1A) (926 aminoácidos) o I3 pero sin 
I1A (I3-I1A) (893 aminoácidos) (Godreau y cols., 2003) (Figura I.31). La existencia de 
numerosas isoformas de SAP97, con distintas combinaciones de inserciones de splicing 
regula su localización celular y su capacidad para multimerizar (McLaughlin y cols., 2002).  
El dominio SH3 interacciona con secuencias similares a PxxxPR, presente en numerosas 
proteínas mientras que el dominio GUK se une a proteínas de la familia 
GKAP/SAPAP1/DAP1 (Wu y cols., 2000). Por su lado la región N-terminal y la zona entre 






Figura I.31. Diagrama esquemático de la organización estructural de SAP97. [Adaptadas de Fourie y cols., 
2014] 
 
En concreto, Nav1.5 se une al dominio 1 del PDZ de SAP97 través de su dominio de 
unión C-terminal (SIV) (Petitprez y cols., 2011; Milstein y cols., 2012). El silenciamiento de 
SAP97 mediante shRNA, tanto en células HEK293 como en miocitos ventriculares de rata, 
reduce la expresión de canales Nav1.5 en la membrana citoplasmática y la densidad de la INa 
(Petitprez y cols., 2011). La deleción del dominio C-terminal SIV de Nav1.5 reduce la 
densidad de la INa generada. Además, el extremo C-terminal, en concreto los tres últimos 
aminoácidos, del canal Nav1.5 coinmunoprecipita con SAP97 (Petitprez y cols., 2011). Por 
último, se ha descrito una mutación en un paciente con SBr donde la valina del dominio de 
unión a PDZ (SIV) se modifica por metionina (SIM), lo que reduce su unión a SAP97 
produciendo una disminución de la INa (en células HEK293), pero no reduciendo su unión a 
sintrofina (Shy y cols., 2014a). Estos datos permiten concluir que SAP97 parece regular la 
localización y función de los canales Nav1.5 en los miocitos cardiacos. 
Sin embargo, a pesar de estas evidencias, algunos estudios ofrecen datos contradictorios. 
Shy y cols. demostraron que en miocitos ventriculares de ratones transgénicos que expresaban 
canales Nav1.5 sin el dominio SIV (ΔSIV) no se modificaba la expresión de canales Nav1.5 




estos miocitos sí se reducía la expresión de canales presentes en las membranas laterales así 
como la densidad de corriente generada por ellos (Shy y cols., 2014a). El grupo del Dr. Abriel 
también demostró que la densidad de la INa no se veía afectada en ratones knockout 
específicos cardiacos para SAP97 (Gillet y cols., 2015). 
 
• La sintrofina  
Las sintrofinas son una familia de proteínas citoplasmáticas adaptadoras. Es un grupo de 
proteínas heterogéneo de 58 a 60 kDa caracterizado por tener un “dominio único o específico 
de sintrofinas” en su C-terminal (SU) que les permite dimerizarse (Peters y cols., 1997; 
Newey y cols., 2000). Además, presentan dos dominios homólogos a plecstrina (PH) y un 
dominio PDZ (Figura I.32). La presencia de varios dominios de unión permite que las 
sintrofinas interaccionen simultáneamente con distintas proteínas, participando en muchos 
procesos celulares (Bhat y cols., 2013). Entre otros, la sintrofina ancla canales iónicos al 
complejo asociado a distrofina, con la cual interacciona directamente  
Se han identificado cinco isoformas de sintrofinas de las cuales en los cardiomiocitos de 
ratón sólo se han detectado tres: la α1, que es la forma ácida, y β1 y β2, que son las formas 
básicas de la proteína (Albrecht y Froehner, 2002). Cada isoforma es producto de distintos 
genes. En los cardiomiocitos humanos la más abundante es la α1 (Iwata y cols., 2015). La α1-
sintrofina, codificada por el gen SNTA1, tiene 58 kDa, y 505 aminoácidos que provienen de 
un único ARNm (Bhat y cols., 2013). La isoforma α1 humana tiene una homología del 94% 
con la del ratón y un 93% con la del conejo. 
Estructuralmente, todas las isoformas tienen la misma organización de dominios (Figura 
I.32). Debido a que ninguno de los dominios tiene actividad enzimática, se considera que son 
proteínas adaptadoras que sirven para dirigir a las proteínas diana a sus localizaciones 





Figura I.32. Diagrama simplificado de la organización estructural de la sintrofina. Los aminoácidos del 





El dominio PH1 está dividido en dos, de los cuales la parte N-terminal (PHN) se 
compone de los aminoácidos 1 a 77 y la C-terminal (PHC) del 162 al 271. Entre ambos está 
el dominio PDZ, estructura globular conservada de casi 80 aminoácidos. La conformación 
PHN-PDZ-PHC es muy peculiar y funciona sinérgicamente en la unión de proteínas. El PH1 
está especializado en anclar fosfolípidos a la membrana y en la transducción de señales 
lipídicas (Chockalingam y cols., 1999) y también se une a CaM de manera Ca2+-
independiente (Jing y cols., 2005). La mitad PHN se compone de tres láminas β y una α-
hélice C-terminal. El dominio PDZ, que consiste en siete láminas β y dos α-hélice, se 
inserta en el lazo entre la β3 y β4 de PHN (Jing y cols., 2005). El dominio PDZ se encarga 
de anclar numerosas proteínas, canales, receptores, etc., a la membrana (Bhay y cols., 2013) 
(Figura I.33). El dominio PH2, que abarca del aminoácido 281 al 406, se une a numerosos 
lípidos/proteínas para anclarlos en membrana, entre otros el fosfoinositol (PI3) (Lemmon y 
cols., 2000). Junto al dominio SU, son responsables de la unión de la sintrofina con la 








Figura I.33. Participación de la sintrofina en la localización en membrana de canales iónicos. [Adaptado de 
Bhat y cols., 2013]  
 
La interacción entre los canales Nav1.5 y sintrofina se describió por primera vez hace casi 
20 años (Gee y cols., 1998). Posteriormente se demostró que la modulación de la INa por S-
nitrosilación depende de la unión del canal Nav1.5 al complejo PMCA-óxido nítrico sintasa 
neuronal (nNOS) (Plasma membrane calcium ATPase-neuronal nitric oxide synthase), que a 
su vez depende de su unión a sintrofina (Ueda y cols., 2008). Existe por tanto un complejo 
macromolecular formado por Nav1.5, sintrofina, y nNOS en el que también participa la Cav3 
en cardiomiocitos ventriculares de rata que regularía los niveles de S-nitrosilación del canal 




mutaciones en los genes CAV3 y SNTA1 comparten un mismo mecanismo de acción: 
disminuir el efecto inhibitorio que ejercen estas proteínas sobre la nNOS, lo que lleva a un 
aumento de la S-nitrosilación de Nav1.5 y, como resultado, un aumento de la INaL 
prolongando significativamente la DPA (Cheng y cols., 2013). 
 
 
Figura I.34. Esquema representativa del complejo formado por Nav1.5, sintrofina, nNOS, PMCA y 
Cav3. PMCA se une a la sintrofina a través del lazo entre sus DIV y V, y se une al PDZ de nNOS vía su C-
terminal. La sintrofina además conecta a los canales Nav1.5 al complejo nNOS–PMCA y regula la 
concentración de óxido nítrico (NO) en la membrana. PMCA es un regulador negativo de NO. 
 
La sintrofina es la responsable de la unión de los canales Nav1.5 a la membrana lateral de 
los cardiomiocitos (Petiprez y cols., 2011). De la importancia del papel regulador de la 
sintrofina en la actividad de los canales Nav1.5 da idea el hecho de que se han asociado 
mutaciones en el gen SNTA1 (que codifica para la α1-sintrofina) al SQTL (Wu y cols., 2008; 
Ueda y cols., 2008) y al síndrome de muerte súbita del recién nacidos (Wu y cols., 2008). 
 
• La distrofina 
Esta proteína, que forma parte del complejo asociado a distrofina (DAPC), juega un papel 
estructural muy importante ya que enlaza el citoesqueleto con la matriz extracelular al unir su 
N-terminal a la actina y su C-terminal al complejo glicoproteico del sarcolema (Ehmsen y 
cols., 2002). El canal Nav1.5 interacciona con la distrofina vía la sintrofina a la cual se une a 
través de su dominio de unión a PDZ C-terminal y N-terminal (SLA) (Gavillet y cols., 2006; 




densidad de la INa de los miocitos cardiacos obtenidos de ratones deficientes en distrofina 
(mdx) están reducidas en un 50% y en un 30% respectivamente. La consecuencia es una 
alteración en la conducción cardiaca y un aumento en la expresión de utrofina que se produce 
como consecuencia de un mecanismo compensatorio (Deconinck y cols., 1997; Gavillet y 
cols., 2006; Albesa y cols., 2011).  
 
• Las anquirinas 
Las anquirinas son una familia de proteínas adaptadoras intracelulares que organizan, 
transportan y anclan proteínas de membrana al citoesqueleto de actina/espectrina, creando de 
esta manera microdominios dentro de las membranas con distintas propiedades funcionales 
(Mohler y cols., 2004; Cunha y Mohler, 2006). Se encuentran dos isoformas en los miocitos: 
la anquirina B (predominante) y la anquirina G (Cunha y Mohler, 2006; Willis y cols., 2015). 
Sin embargo, sólo la anquirina G se une a Nav1.5 (Lemaillet y cols., 2003) directamente a 
través de la secuencia VPIAXX-ESD del segmento del lazo citoplasmático entre los DII y III 
del canal (Figura I.34). Una mutación en este lazo del canal de sodio cardiaco (p.E1053K), 
asociada a SBr, inhibe la unión de la anquirina G a Nav1.5 impidiendo la correcta expresión 
del canal en superficie (Mohler y cols., 2004). En otro estudio reciente, los miocitos de 
ratones deficientes en anquirina G tenían reducida tanto la INa como la expresión de Nav1.5 en 
los discos intercalares, lo que se traducía en una pronunciada bradicardia, problemas de 
conducción y arritmias ventriculares en respuesta a antagonistas de Nav1.5 como flecainida. 
Estos resultados demostraban el papel fundamental que juega la anquirina G en la 
organización de proteínas de membrana a nivel de los discos intercalares (Makara y cols., 
2014).  
 
• Las proteínas desmosomales 
La PKP2 es un componente esencial de los desmosomas cardiacos. Se conocen al menos 
5 mutaciones en el gen PKP2 que producen SBr asociado a la disminución de la INa (Gerull y 
cols., 2004; Cerrone y cols., 2014). En miocitos de rata, el silenciamiento de PKP2 produce 
una inhibición de la INa (Sato y cols., 2009; Sato y cols., 2011). A pesar de su relevancia, se 
desconoce los determinantes moleculares de la interacción de ambas proteínas. 
La desmogleina-2, al igual que PKP2, coinmunoprecipita con Nav1.5 (Rizzo y cols., 




arritmogénicas, lo que demuestra la importancia de estas proteínas para modular al canal 
(Rizzo y cols., 2012).  
 
• Cx 43  
La Cx43 es la proteína que mayoritariamente forma los conexomas en el miocardio y por 
tanto determina el acoplamiento eléctrico entre miocitos estando localizada en las uniones 
estrechas. La Cx43 junto a los canales Nav1.5 está particularmente presente en un subdominio 
rodeando las uniones estrechas llamado perinexus (Veeraraghavan y cols., 2015). Además, la 
Cx43 juega un papel fundamental en la organización de los microtúbulos y regula el tráfico de 
canales Nav1.5. Como ya hemos descrito (ver apartado I.4.3.4), la Cx43 participa capturando 
el extremo positivo de los microtúbulos exclusivamente en discos intercalares y forma un 
complejo con canales Nav1.5 (Agullo-Pascual y cols., 2014). En el mismo estudio describen 
una mutación en Cx43, la p.D378stop, que no afecta al acoplamiento célula-célula pero que 
produce una disminución significativa de la INa. En corazones que sufren remodelación 
arritmogénica, la Cx43 está disminuida y se redistribuye de los discos intercalares a la 
membrana lateral. El cambio de localización se acompaña de una disminución de canales 
Nav1.5 y por tanto de la INa (Rook y cols., 2012; Fontes y cols., 2012).  
 
• La Cav3 
Las caveolinas participan en la formación de dominios lipídicos o rafts llamados caveolas 
que son microdominios ricos en colesterol y esfingolípidos (Balijepalli y Kamp, 2008). La 
Cav3 es la isoforma predominante en el corazón y sirve tanto de proteína de anclaje a las 
caveolas como de regulación para señalización. El canal Nav1.5 y Cav3 coinmunoprecipitan y 
colocalizan en membrana lateral (Yarbrough y cols., 2002; Vatta y cols., 2006). Se han 
descrito mutaciones en CAV3, asociadas a cardiomiopatía hipertrófica, SQTL9, y al síndrome 
de muerte del recién nacido (Cohen y cols., 2004; Vatta y cols., 2006; Cronk y cols., 2007). 
Además, como ya hemos comentado en el apartado I.5.2, se ha demostrado que existe un 
complejo macromolecular formado por Nav1.5, sintrofina, la nNOS, y la Cav3 en 
cardiomiocitos ventriculares de rata que regularía los niveles de S-nitrosilación del canal 
Nav1.5 (Figura I.34) (Cheng y cols., 2013). Se ha propuesto que diversas mutaciones en los 
genes CAV3 y SNTA1 comparten un mismo mecanismo de acción: disminuir el efecto 




nitrosilación de Nav1.5 y, como resultado, un aumento de la INaL prolongando 
significativamente la DPA (Cheng y cols., 2013). 
 
5.3. Distribución de los canales Nav1.5 en los miocitos cardiacos 
 
5.3.1 Definición de polaridad 
 
 Debido a las características funcionales y estructurales del corazón, hay ciertas 
especificidades en los miocitos cardiacos que no se comparten con otras células. Los miocitos 
son células muy diferenciadas especializadas en el acoplamiento excitación-contracción (EC). 
Tienen por tanto mecanismos eléctricos y mecánicos muy desarrollados. Los distintos 
dominios funcionales son a) túbulos-T, que son invaginaciones tubulares de la membrana 
lateral, b) el resto de la membrana lateral, también denominada costámero o crestas, y c) los 
discos intercalares donde están las uniones célula-célula (Figura I.35). Los miocitos forman 
auténticos dominios estructurales y funcionales ya que tienen complejos iónicos 
macromoleculares diferentes y muy organizados.  
El sarcómero, la unidad funcional para la contracción, que abarca el área entre las 
líneas Z, está hecha de tres tipos de filamentos: finos (actina), gruesos (miosina) y elásticos 
(titina o conectina). Esta unidad constituye el elemento central de la arquitectura de un 
miocito y es responsable de su apariencia estriada debido a la alternancia de bandas A 
(filamentos gruesos) e I (filamentos finos). Los microtúbulos se orientan preferentemente en 








Figura I.35. Representación esquemática de los 3 subdominios especializados en miocitos cardiacos: discos 
intercalares (ID), costámeros en la membrana lateral y túbulos-T. (A) Representación esquemática de la 
organización sincitial del miocardio. Se muestra también la polaridad de los miocitos. (B) Recuadro agrandado 
de la organización de proteínas en la membrana lateral, dividida en costamero y túbulos-T. (C) Recuadro 
ampliado de la organización de proteínas en los discos intercalares. Los miocitos son células acopladas 
mecánica- y eléctricamente en el eje longitudinal a través de unas estructuras especializadas: los discos 
intercalares, organizados en 3 subtipos estructurales: desmosomas, fascia adherens y uniones gap. La línea azul 
corresponde a la membrana de discos intercalares mientras que la doble línea verde representa el sarcolema. 
[Adaptado de Balse y cols., 2012] 
 
Los miocitos cardiacos son células alargadas acopladas eléctricamente en el eje 
longitudinal a través de los discos intercalares, donde el PA se transmite de manera 




cardiacos convierte al miocardio en un sincitio funcional. Las numerosas uniones de los 
discos intercalares aseguran una propagación rápida y coordinada del PA a través del músculo 
cardiaco. Hay tres tipos de estructuras de adhesión en los discos intercalares: uniones fascia 
adherens, desmosomas, y uniones estrechas (Clark y cols., 2002) que unen proteínas 
intracelulares del citoesqueleto de miocitos adyacentes en el espacio extracelular. 
 
En condiciones fisiológicas, los miocitos no están acoplados en el eje transversal. Se 
pueden diferenciar dos estructuras en la membrana lateral, el costámero y los túbulos-T.  El 
costámero une proteínas de los miocitos con la matriz extracelular. En concreto, dos 
complejos juegan un papel regulador fundamental a este nivel: el complejo integrina, que son 
proteínas de adhesión y mecanotransductores, y el complejo distrofina-glicoproteína, que 
incluye proteínas citoplasmáticas, TM y  extracelulares, como distroglicanos, 
distrofina/sintrofina, o la distrobrevina (Lapidos y cols., 2004). Además garantiza el 
mantenimiento de la organización 3D del miocardio ya que detecta y transmite las fuerzas 
mecánicas de la sístole y la diástole y recupera la integridad celular. Por otro lado, los 
túbulos-T están unidos a extensiones del retículo sarcoplásmico donde acoplado con la 
actividad eléctrica, se produce la liberación de Ca2+ desencadenando la contracción (Balse y 
cols., 2012). 
 
5.3.2. Distintas poblaciones de canales Nav1.5 
 
El nivel de expresión, la localización celular y la actividad de canales Nav1.5 están 
regulados por mecanismos celulares y moleculares complejos. Inicialmente los estudios de 
immunofluorescencia limitaron la expresión de los canales Nav1.5 a los discos intercalares 
(Maier y cols., 2004). Sin embargo, estudios recientes sugieren que existen al menos tres 
poblaciones de canales Nav1.5 en tres regiones subcelulares distintas: en la membrana lateral, 
en los discos intercalares y en los túbulos T (Petitprez y cols., 2011; Shy y cols., 2013) 
(Figura I.36). Estas discrepancias pueden atribuirse al uso de tejido cardiaco o de miocitos 
aislados, donde puede haber una reorganización de proteínas de membrana.  
 
En la membrana lateral, los canales Nav1.5 están asociados al complejo 
sintrofina/distrofina (Petitprez y cols., 2011; Shy y cols., 2014a). Los canales que se 
encuentran en dicha localización del miocito cardiaco forman una población específica 




de distrofina (mdx) produce una disminución de señal de inmunofluorescencia de Nav1.5 
específica en la membrana lateral, y una disminución del 50% de expresión de canales Nav1.5 
con una correspondiente disminución del 30% de la INa (Petitprez y cols., 2011; Shy y cols., 
2013). El hecho que la disminución de la  INa no sea más marcada puede deberse a un 
mecanismo compensatorio de la utrofina, cuyos niveles aumentan significativamente en 
ratones mdx (Albesa y cols., 2011). El dominio de unión a PDZ del C-terminal del canal 
Nav1.5 (SIV) parece fundamental para la unión del canal a sintrofina y por tanto para su 
localización en membrana lateral (Shy y cols., 2014a). Registros de patch-clamp en 
membrana lateral de miocitos de ratones con el dominio SIV del canal Nav1.5 truncado 
(ΔSIV) muestran una disminución del 60% en la INa. Este dato sugiere que el 40% restante 
pertenece a otras isoformas del canal de sodio como Nav1.2 o Nav1.8 (Lin y cols., 2011; 
Kauffman y cols., 2013) o/y que la unión de Nav1.5 es en parte independiente del dominio 
SIV, y posiblemente dependiente del dominio de unión a PDZ del N-terminal del canal 
Nav1.5 (20SLA) (Matamoros y cols., 2016). En este estudio se demuestra que el dominio N-
terminal  del canal Nav1.5 (132 aminoácidos) ejerce un efecto chaperona sobre canales Kir2.1 
y Nav1.5 aumentando la IKir2.1 y la INav1.5 mediante la unión de ambos canales a sintrofina, 
siendo la serina20 el residuo determinante de la unión. En asociación con la distrofina, la 
proteína cinasa calcio/calmodulin-dependiente de serina (CASK) de la familia MAGUK se 
une de manera directa al dominio SIV de canales Nav1.5 en membrana lateral. El 
silenciamento de CASK produce un aumento de expresión de canales Nav1.5 en membrana 
lateral (Eichel y cols., 2016). 
Además del complejo sintrofina/distrofina, la anquirina G también se asocia a canales Nav1.5 
en membrana lateral, en los discos intercalares y los túbulos T (Hund y cols., 2010; Petitprez 
y cols., 2011). Esta promiscuidad  puede deberse a que la anquirina G participa en el tráfico 
anterógrado del canal pero no tanto en el anclaje del canal en un dominio específico, a 
diferencia de la proteínas con dominio PDZ. De manera que la anquirina y las proteínas con 
PDZ tendrían funciones complementarias y no redundantes. La anquirina G, por su parte, se 
une a la βIV-espectrina en los discos intercalares (Hund y cols., 2010).  
 
 Proteínas como SAP97, PKP2, anquirina G y Cx43 se asocian a los canales Nav1.5 en 
los discos intercalares (Sato y cols., 2011; Petitprez y cols., 2011; Shy y cols., 2013; Gillet y 
cols., 2014; Leo-Macias y cols., 2016), pero a pesar de los numerosos estudios, estas 




canales Nav1.5 dentro de los discos intercalares. Por un lado, la Cx43 forma parte de un 
macrocomplejo que “atrae” y ancla los canales Nav1.5 en los discos intercalares, participando 
por tanto en la conducción (Veeraraghavan y cols., 2015; Leo-Macias y cols., 2016). En este 
microdominio además de la Cx43 aparecen la PKP2 y la anquirina G (Sato y cols., 2011; 
Gillet y cols., 2014). Remme (Remme, 2012) ha propuesto que la Cx43 regula de manera 
indirecta la población de canales Nav1.5 de la membrana lateral y que la redistribución de 
Cx43 a membrana lateral en situaciones patológicas puede afectar  a esta población de 
canales. Por tanto hay una gran complejidad de interacciones.  
Por otro lado, Milstein y cols. demostraron que Nav1.5 interacciona con el canal Kir2.1 y, a 
su vez, con SAP97 en los discos intercalares y en los túbulos T (Milstein y cols., 2012). Se 
desconoce si la población de canales Nav1.5 unida a Cx43/PKP2/anquirina G y la población 
de canales Nav1.5 unida a SAP97 están asociadas o bien son independientes, lo que daría aún 
mayor versatilidad de regulación del canal.  
 
 Como hemos mencionado, el canal Nav1.5 también se localiza en los túbulos T, lo que 
representaría una tercera población de estos canales en cardiomiocitos (Figura I.36). Estudios 
anteriores ya sugerían la existencia de esta tercera población ya que tras experimentos de de-
tubulación en miocitos ventriculares de rata, se determinó que un 22% de la INa proviene de la 
región tubular (Brette y Orchard, 2006a y 2006b). Además se ha observado mediante 
experimentos de inmunofluorescencia que la expresión de los canales Nav1.5 en los miocitos 
cardiacos presenta un patrón estriado (Milstein y cols., 2012). Esta población se ha observadp 
tamto en los miocitos de ratones WT como en los de los ratones ΔSIV (Shy y cols., 2013).  
 
Cabe recalcar que las propiedades de la INa en cardiomiocitos son distintas dependiendo 
de la región subcelular. En la membrana lateral, la INa es más pequeña, la curva de 
inactivación está desplazada a valores más negativos y la recuperación de la inactivación es 
más lenta que la INa registrada en los discos intercalares (Lin y cols., 2011). Estas diferencias 
podrían explicarse por la diversidad de subunidades α y β del canal de sodio dependiendo de 
la región subcelular, si bien la isoforma Nav1.5 representa el 90% de las isoformas de canales 
de Na+ presentes en los miocitos cardiacos (Lin y cols., 2011; Kauffman y cols., 2013). De 
hecho, Kauffman y cols. (2013) describieron la presencia de subunidades Nav1.2 en los 
discos intercalares, Nav1.4 en los túbulos T, y Nav1.1, Nav1.3 y Nav1.6 en la membrana 




propiedades biofísicas están afectadas por la asociación con moléculas específicas en cada 
región. Lin y cols. demostraron diferencias en la dependencia de voltaje de la inactivación de 
canales Nav1.5 según estos estuvieran en las membranas laterales o en los discos intercaleres 
(Lin y cols., 2011). Sin embargo, a pesar de las diferencias no se debe olvidar que ambas 
poblaciones contribuyen a la propagación y conducción del impulso. 
 
 
Figura I.36. Representación esquemática del modelo de los distintos pools de Nav1.5. Nav1.5 forma parte de 
distintos macrocomplejos proteícos situados en distintas regiones subcelulares (recuadros en rojo): a) en 
membranas laterales (crestas) donde interacciona con la sintrofina/distrofina o utrofina, b) En los discos 
intercalares donde interacciona con SAP97, la anquirina G, la PKP2 o la desmogleina-2, c) Posiblemente hay un 
tercer macrocomplejo proteíco situado en los túbulos T, aunque todavía se desconocen los detalles [Adaptada de 
Shy y cols., 2014b] 
 
La alteración en la distribución no homogénea de estas poblaciones subcelulares de 
Nav1.5 como consecuencia de una mutación en el canal o en las proteínas accesorias y su 




objeto de numerosos estudios. Lo que está claro es que esta organización espacial confiere 
funciones específicas a cada complejo macromolecular en la generación y/o propagación del 
PA.  
 
5.4. Canalosomas formado por canales Kir2.1/2.2-Nav1.5 
 
El impulso cardiaco depende de una orquestada interacción de canales iónicos. 
Controlando el PR de membrana, la IK1 modifica la disponibilidad de los canales de sodio y 
por tanto, modifica la excitabilidad celular, la DPA, y la velocidad de propagación del 
impulso (Noujaim y cols., 2007b). Por su parte, de la disponibilidad de los canales de Na+ 
dependerá la excitabilidad y la refractariedad cardiacas. Asimismo, las interacciones IK1 - INa 
son claves a la hora de determinar la frecuencia de los rotores que generan las arritmias 
fibrilatorias auriculares y ventriculares (Noujaim y cols., 2007b) (ver apartado I.6). 
 
5.4.1. Modulación recíproca positiva Kir2.1-Nav1.5 
 
Mediante técnicas moleculares, bioquímicas y electrofisiológicas se ha demostrado que 
existe una modulación recíproca positiva entre la densidad de la IK1 y de la INa que es 
consecuencia de una modulación recíproca positiva de la expresión de los respectivos canales 
(Kir2.1 y Nav1.5) (Milstein y cols., 2012; Matamoros y cols., 2016). La consecuencia es la 
perfecta coordinación de los canales que determinan la excitabilidad cardiaca.  
Milstein y cols. demostraron en primicia que la sobreexpresión por infección con 
adenovirus que codificaban el canal Nav1.5 de miocitos ventriculares de rata incrementaba 
tanto la densidad de la INa como de la IK1. Por otro lado, la sobreexpresión de canales Kir2.1 
en miocitos ventriculares de rata mediante adenovirus también producía incremento en la 
densidad de la INa y de la IK1. Asimismo, la co-sobreexpresión de Nav1.5 y Kir2.1 reducía 
significativamente la DPA en miocitos ventriculares de ratas neonatales. Por último, Milstein 
y cols demostraron que las interacciones moleculares entre Kir2.1-Nav1.5 modulan la 
frecuencia de reentrada en monocapas de miocitos ventriculares de ratas neonatales, 
produciéndose un aumento de la frecuencia mayor cuando los dos canales eran 
sobreexpresados que cuando sólo se sobreexpresaban canales Kir2.1. Los autores 
propusieron, además, que la proteína SAP97 era un componente fundamental para la 




canales, puesto que dicha proteína posee tres dominios PDZ a los que podrían unirse a la vez 
al menos un canal de sodio y un canal Kir2.1 (Milstein y cols., 2012). 
 
Más aún, recientemente en nuestro laboratorio hemos demostrado que los canales Nav1.5 
incrementan las densidades de la IKir2.1 y de la IKir2.2 pero no de la IKir2.3 (Figura I.37B) El 
dominio de unión a PDZ, diferente entre Kir2.1/2.2 y Kir2.3 sería responsable de esta 
diferencia. Asimismo, los canales Nav1.5 no incrementan las corrientes generadas por los 
canales heterotetraméricos en los que las subunidades Kir2.3 están presentes. El hecho de que 
la modulación positiva recíproca no ocurra entre canales Kir2.3 y Nav1.5 es clínicamente 
relevante dada la expresión diferencial de los canales Kir2.x en las aurículas, donde la 
expresión de Kir2.3 es mayoritaria, frente a la de los ventrículos, donde la IK1 es generada 
principalmente por los canales Kir2.1. Además, demostramos que la α1-sintrofina, capaz de 
unirse a canales Kir2.1/2.2 pero no a canales Kir2.3, es un componente fundamental para la 
modulación positiva de este macrocomplejo molecular (Figura I.37C, D y E). Nuestro grupo 
demostró que los canales Nav1.5 interaccionan con la α1-sintrofina tanto a través de una 
secuencia de unión interna en el extremo N-terminal, siendo crítico el residuo Ser20 de 
Nav1.5 para la interacción, como a través de la secuencia de unión a PDZ canónico situada en 
el extremo C-terminal (Figura I.37A y B). El fragmento N-terminal del canal Nav1.5 ejercía 
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Figura I.37. La modulación recíproca positiva de Kir2.1/2.2 y Nav1.5 depende de la α1-sintrofina y de la 
interacción entre el dominio N-terminal de los canales Nav1.5 y el dominio de unión a PDZ de los canales 
Kir2.1/2.2. (A) Secuencia de los últimos 12 aminoácidos de los canales Nav1.5 y de los 22 primeros del N-
terminal de canales Nav1.5. El recuadro indica los dominios de union a PDZ y “similares a PDZ”; ‘*’, residuos 
idénticos en ambas secuencias; ‘:’, residuos conservados entre grupos con propiedades muy similares; ‘.’, 
residuos conservados entre grupos de propiedades diferentes. (B) Densidad de IKir2.x  medida a −120 mV en 
células transfectadas con canales Kir2.x solos o con Nav1.5 WT, Nav1.5ΔSIV, y Nter. *P< 0.05 frente a Kir2.1 
o Kir2.2 solos. (C y D).Densidad de INav1.5 (C) e IKir2.x (D) en células CHO tras el silenciamiento de la α1-
sintrofina (siRNA1) o incubadas con un siRNA scrambled inespecífico como control. *P< 0.05 frente a INav1.5-β 
en células transfectadas con el scrambled (en C) y *P< 0.05 frente a IKir2.1 en células transfectadas con el 
scrambled (en D). (E). Kir2.1 pero no Kir2.3 coinmunoprecipita con la α1-sintrofina en corazón de rata. Se 
muestra también el sobrenadante (Sob) recuperado tras la centrifugación de la muestra con anti-Kir2.3. Como 
control negativo, el lisado se trato con un IgG no-específico (y Proteina A/G) (carril ‘Ac No-inmune’). IB, 






5.4.2. Proteínas implicadas en el tráfico y localización de los canales Kir2.1-Nav1.5 
 
Los canales Kir2.x interaccionan con varias proteínas con las que también interaccionan 
los canales Nav1.5. 
De hecho, los canales Kir2.1-2.3 tienen un dominio de unión a proteínas con dominios PDZ 
(SEI en canales Kir2.1 y Kir2.2, y SAI en los Kir2.3) por el cual interaccionan con las 
proteínas pertenecientes la familia MAGUK SAP97, CASK, Veli-4 y Mint1 (Leonoudakis y 
cols., 2001). Se ha demostrado que SAP97 regula la IK1 modulando la expresión en superficie 
de los canales Kir2.x puesto que la unión a SAP97 es importante para anclar los canales 
Kir2.x a la membrana plasmática (Vikstrom y cols., 2009; Vaidyanathan y cols., 2010; 
Milstein y cols., 2012). Varios estudios sugieren que SAP97 participa activamente en la 
localización de los canales Kir2.1 y Kir2.2 en los túbulos T, y de Kir2.1 y Kir2.3  en los 
discos intercalares (Vikstrom y cols., 2009; Vaidyanathan y cols., 2010). 
Por otro lado, Leonoudakis y cols. demostraron también que a través del dominio de unión a 
PDZ los canales Kir2.x interaccionan con diversos componentes del DAPC, incluyendo las 
sintrofinas α1, β1, y β2, la distrofina y la distrobrevina (Leonoudakis y cols., 2001; 2004a; 
2004b). 
 
Por tanto, los canales Nav1.5 y Kir2.1 interaccionan con al menos dos proteínas con 
dominios PDZ: SAP97 y α-1-sintrofina (Leonoudakis y cols., 2001; Gavillet y cols., 2006; 
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Figura I.38. Posibles pasos y proteínas asociadas al tráfico intracelular y localización de Nav1.5 y Kir2.1 
en un cardiomiocito. (1) Transcripción; (2) Traducción; (3) Glicosilación en el Golgi; (4) Tráfico vesicular; (5) 
Localización compartimental y función; (6) Tráfico retrógrado vesicular, degradación proteica y reciclaje. 
[Adaptada de Willis y cols., 2015] 
 
También se ha constatado que estos canales interaccionan con proteínas como PKP2 (Sato y 
cols., 2011), anquirina G (Mohler y cols., 2004; Cunha y Moler, 2006), distrofina (Petitprez y 
cols., 2011) y Cav3 (Vaidyanathan y cols., 2013) entre otras, y que mutaciones hereditarias en 
éstas modifican la expresión funcional y la localización de Kir2.1 y Nav1.5 en los 
cardiomiocitos (Figura I.38). El silenciamiento de α-1-sintrofina abole la modulación 
recíproca positiva entre la IK1 y la INa (Matamoros y cols., 2016). Pero hasta el momento, no 
se ha determinado en que compartimento celular se produce la unión de estos dos canales y se 
desconoce cúal es el mecanismo por el cual la presencia conjunta de canales Kir2.1 y Nav1.5 
aumenta recíprocamente la densidad de la INa e IK1. Es posible que aumente la estabilidad de 
los canales en membrana porque disminuya la degradación de los canales que están formando 
un complejo en el mismo canalosoma. Otra posibilidad es que aumente la glicosilación en el 
trans-Golgi aumentando la presencia de canales maduros funcionales o el tráfico de los 




favorezcan la aparición de rutas de tráfico alternativas que incrementen la expresión en la 
membrana de estos dos canales (Figura I.38). 
 
5.4.3. Consecuencias clínicas 
 
Los resultados obtenidos hasta la fecha proporcionan la evidencia experimental directa 
de que los canales Kir2.1/2.2 y Nav1.5 comparten en común proteínas accesorias que son 
importantes en el tráfico y en la localización en membrana de ambos canales. Las 
implicaciones patofisiológicas del equilibrio (o desequilibrio) entre la IK1 y la INa son de 
particular relevancia en el contexto de los síndromes arritmogénicos adquiridos o hereditarios 
en los que la densidad funcional de Kir2.1 y Nav1.5 a nivel del sarcolema está modificada. 
Tal es el caso del SBr y del SAT, pues ambos síndromes hereditarios han sido asociados con 
mutaciones que disminuyen el tráfico de Nav1.5 y Kir2.1, respectivamente a la membrana. 
Dado que los canales Kir2.1/2.2 y Nav1.5 presentan modulación recíproca positiva, es 
razonable suponer que las mutaciones que disminuyen el tráfico de canales Kir2.1 reducirán 
la expresión de los canales Nav1.5 y esto debería contribuir a exacerbar el fenotipo 
arritmogénico al disminuir la excitabilidad celular. A la inversa, es también razonable 
especular que la disminución de la expresión de canales Nav1.5 estará ligada a la reducción 
de la expresión de Kir2.1 y por lo tanto de IK1. Este hecho llevaría a la despolarización de la 
membrana celular, disminución de la INa a través de la deactivación parcial de Nav1.5, y 

















6. ARRITMIAS POR REENTRADA DEL IMPULSO CARDIACO  
 
6.1. Conceptos básicos  
 
Clásicamente se distinguen dos mecanismos por los que se generan las taquiarritmias 
cardiacas: alteraciones en la secuencia de activación del miocardio (reentrada) y alteraciones 
en la iniciación del impulso (origen focal). La actividad arrítmica cardiaca puede ser 
organizada o bien puede ser aparentemente caótica. En este caso se habla de arritmias 
fibrilatorias. La FV puede desencadenar en pocos segundos la muerte del paciente y es la 
principal causa de muerte súbita cardiaca. Por el contrario la FA es la arritmia de mayor 
prevalencia en la población general (más de 1 millón de españoles la padece) y aunque no es 
una urgencia vital (puede ser crónica) aumenta significativamente la mortalidad de los 
pacientes. El origen focal consiste en la aparición de un foco ectópico que genera actividad 
eléctrica automática. En otras ocasiones se deben a alteraciones en la actividad del 
marcapasos fisiológico (el nodo sinusal) que, o bien aumenta marcadamente su frecuencia de 
disparo (taquicardia sinusal), o bien la disminuye (bradicardia sinusal). Con mucho, el 
mecanismo que mayoritariamente da origen a las arritmias cardiacas es la reentrada.  En 
condiciones normales un impulso generado en el nodo sinusal muere tras la activación 
secuencial de aurículas y ventrículos, puesto que va quedando rodeado de tejido que acaba de 
excitar y que se encuentra, por tanto, en periodo refractario. Sin embargo, en condiciones 
especiales, el impulso puede persistir y reexcitar dos o más veces el miocardio (reentrada). La 
reentrada consiste, por tanto, en la perpetuación de un impulso en forma de frente de 
activación que gira constantemente definiendo con su trayectoria un circuito cerrado (circuito 
de reentrada) y activando el miocardio adyacente en cada giro. Para que se inicie esta 
recirculación es necesario que el impulso se bloquee en una dirección (bloqueo 
unidireccional), obligando al frente a invadir el circuito en el sentido contrario. El bloqueo se 
puede producir por la existencia de discontinuidades entre células (desacoplamiento celular o 
fibrosis), por discontinuidades macroscópicas del miocardio (debido a que éste se organiza en 
haces de fibras que convergen o divergen en distintos puntos), o por la presencia de 
obstáculos inexcitables que pueden ser anatómicos (las inserciones de las venas cavas 
o una escara quirúrgica o de un infarto previo) o funcionales (tejido excitable que en 
un momento dado no lo es) (Delpón y Tamargo, 2005). 
 G. Mines y T. Lewis en 1914 y 1915, respectivamente, estudiando la activación eléctrica 




propusieron que para que se produjera la reentrada, el frente de activación debía girar en torno 
a un tejido inexcitable que actuaba como obstáculo anatómico (reentrada anatómicamente 
determinada. P. ej. el flutter auricular) (Mines, 1914; Lewis, 1915). Posteriormente, 
Rosenblueth y Wiener demostraron la existencia de circuitos en los que no estaba presente de 
dicho obstáculo (reentrada funcionalmente determinada) (Rosenblueth y Wiener; 1946). En 
este caso el impulso gira en torno a un área del miocardio que puede ser muy pequeña (< 1 
cm) que en ese momento no es excitable. Las células parcialmente despolarizadas (p.ej. por la 
isquemia o la fibrosis) o estimuladas prematuramente antes de que completen la 
repolarización, en particular cuando hay diferencias en la DPA entre áreas adyacentes, pueden 
crear áreas inexcitables. En estos circuitos no hay apenas intervalo entre el frente de 
activación y la estela de periodo refractario del giro anterior (circuitos sin hiato excitable), de 
modo que se excita tejido sólo parcialmente repolarizado, por lo que la velocidad de 
conducción es muy lenta. 
Ambos mecanismos no son excluyentes entre sí y, de hecho, lo más probable es que 
puedan coexistir (Nattel, 2002; Fuster y cols., 2006; Kourliouros y cols., 2009). 
 
6.2. Evolución de las teorías de reentrada  
 
Dado que la arritmia de mayor prevalencia en la población general es la FA durante los 
últimos 60 años se ha dedicado un ingente esfuerzo experimental para desentrañar el 
mecanismo por el cual ésta se genera y se perpetúa. Desde los estudios de llevados a cabo por 
el Dr. G. Moe, la teoría más aceptada es que la FA se genera por la reentrada del uno o varios 
impulsos en el miocardio auricular. Por tanto, sírvanos la cronología de las distintas teorías 
sobre la génesis de la FA para ilustrar la evolución de las teorías de la reentrada del impulso 
eléctrico. 
El Dr. Moe propuso que la FA implicaba la activación caótica, continua y desordenada de 
la aurícula por múltiples frentes de onda (multiple wavelets theory) de longitud y dirección 
variables (Moe., 1959). Según esta hipótesis, todo el miocardio auricular participaría en el 
mantenimiento de frentes de activación simultáneos que continuamente giran, se dividen, se 
fusionan o chocan entre si extinguiéndose. Los frentes de onda se fraccionarían en “ondas 
hijas” que se autoperpetuarían, propagándose por las aurículas (Moe y cols., 1964). El soporte 
experimental de esta hipótesis fue aportado por Allesie y cols., (Allesie y cols., 1985) que 
cartografiaron cómo la excitación se extendía por la aurícula de perros durante la generación 




propagación que provocaban una actividad auricular turbulenta. Propuso además la hipótesis 
de leading circle en donde las ondas girarían alrededor de un obstáculo funcional y el frente 
de onda se establecería de tal forma que recorriese el mínimo trayecto para mantener la 
reentrada (Allesie y cols., 1985; Comtois y cols., 2005; Jalife, 2011; Pandit y Jalife, 2013). Un 
concepto importante para comprender la teoría de Allesie es el de longitud de onda (propuesta 
originalmente por Wiener y Rosenblueth), que se define como la distancia que recorre el 
impulso eléctrico durante un periodo refractario, siendo el producto del período refractario por 
la velocidad de conducción. Para que la activación auricular persista (y que el frente de onda 
reexcite el miocardio) es necesario que el tiempo que el impulso tarda en recorrer el circuito 
sea superior al tiempo que el tejido tarda en recuperar su excitabilidad (es decir, superior al 
periodo refractario auricular). La coexistencia de periodos refractarios auriculares cortos y no 
uniformes y de una velocidad de conducción intra-auricular lenta, aumenta el número de 
circuitos de reentrada y facilita el automantenimiento de la fibrilación.  
El concepto teórico de los rotores, producidos por ondas espirales, se desarrolló 
posteriormente por Krinsky y cols. en la URSS y por Winfree en Reino Unido (Krinsky, 
1966; Winfree, 1987), concepto que se demostró en 1990 en músculo ventricular de ovejas 
por Davidenko y cols. (Davidenko y cols., 1990). 
Se denomina rotor a la reentrada generada por frentes curvos que gira en torno a un eje 
vertical imaginario denominado pivote a gran velocidad. Los rotores generan frentes de 
excitación a frecuencias muy altas (>10 Hz) que invaden el resto del corazón de forma 
desorganizada y que presentan conducción fibrilatoria. Los rotores parecen tener un papel 
fundamental en la fibrilación tanto auricular como ventricular.  
La teoría de los rotores nace de la observación de reacciones químicas en medios 
excitables como la reacción de Belousov–Zhabotinsky, claro ejemplo de la termodinámica del 
no equilibrio (Belousov, 1958; Zhabotinsky, 1964), y está muy influenciada por hallazgos 
obtenidos en experimentos de imagen de flujos de [Ca2+]i en oocitos de Xenopus y por el 
resultado de simulaciones en modelos matemáticos (Schotten y cols., 2011). El músculo 
cardiaco es un medio excitable y como tal, comparte muchas de las características observadas 
en este tipo de medios, en cuanto a la propagación de ondas espirales. Al mismo tiempo que 
Allesie desarrollaba su concepto del leading circle, se desarrollaron experimentos químicos y 
modelos matemáticos que predecían que el corazón podría tener actividad eléctrica que rotase 




teoría de los rotores se ha convertido en una importante explicación mecanística de la 
fibrilación (Skanes, 2009; Voigt y cols., 2010; Narayan y cols., 2012).  
La velocidad de conducción de un frente de excitación en el miocardio (source/sink ratio) 
depende de la relación entre la intensidad de la corriente despolarizarte proporcionada por las 
células excitadas (source) y la corriente necesaria para la excitación de las células en reposo 
que el frente encuentra en su avance (sink). Haciendo una aproximación simplificada, en el 
caso de un frente lineal, cada célula excitada es responsable de la despolarización de “una 
única célula” por lo que este balance es equilibrado y la velocidad de conducción del frente es 
única y estable. Por el contrario, en el caso de un frente espiral, la curvatura del frente implica 
que el número de células en reposo que debe ser despolarizado por cada célula excitada 
aumenta, de modo que la carga de la célula excitada debe repartirse entre varias células para 
que el frente pueda avanzar. Esto implica que la velocidad de conducción disminuye y lo hará 
tanto más cuanto mayor sea la curvatura del frente. Por tanto, la velocidad de conducción de 
un frente espiral no es única, sino que disminuye progresivamente a medida que la curvatura 
del frente aumenta y nos acercamos al pivote del rotor. De hecho, el pivote del rotor se 
mantiene en reposo a pesar de que el tejido sea excitable (Fast y Kleber, 1997; Comtois y 
cols., 2005; Schotten y cols., 2011). Además, el pivote del rotor tiene un poderoso efecto 
electrotónico, por lo que tiende a provocar un acortamiento de la DPA a sus alrededores, lo 
que, junto con la baja velocidad de conducción, explica la corta longitud de onda en sus 
proximidades (Figura I.39) (Vaquero y cols., 2008; Schotten y cols., 2011; Jalife 2011).  
En consecuencia, un frente de onda espiral no se puede definir por una única longitud de 
onda, puesto que la velocidad de conducción y el período refractario no son iguales a lo largo 
de todo el frente, sino que aumentan continuamente desde el eje hasta la periferia (Beaumont 







Figura I.39. Efectos electrotónicos del centro de rotación (core) en la velocidad de conducción, DPA y 
longitude de onda (WL). (A) Durante la reentrada, el frente de onda adopta una forma de espiral con un 
incremento de la curvatura hacia el centro de rotación (core); su velocidad de conducción disminuye 
gradualmente hacia el centro (flechas gruesas), alcanzando un valor crítico en las inmediaciones del core. Como 
resultado se establece un desajuste entre la corriente despolarizante (principalmente INa) suministrada por el 
frente de onda y la corriente electrotónica  que es controlada principalmente por IK1 y necesaria para despolarizar 
las células en reposo dentro del centro de rotación, que permanece sin excitar. Como consecuencia, see genera 
un gradiente de voltaje entre el centro de rotación sin excitar y la periferia de las células excitadas, lo cual acorta 
la DPA (B), por lo tanto, la longitud de onda, velocidad de conducción y DPA cerca del core es mucho más 
pequeña que lejos del centro de rotación. [Adaptada de Vaquero y cols., 2008] 
 
Los frentes de onda espirales procedentes de la formación del rotor se propagan a través 
del músculo cardiaco y chocan con obstáculos anatómicos o funcionales produciendo a su vez 
la fragmentación y formación de nuevos frentes de onda (Figura I.40) (Jalife y cols., 2002; 
Jalife y cols., 2004, Vaquero y cols., 2008). Éstas pueden acabar formando un nuevo rotor 
resultando en una constante fragmentación de ondas dependiente de la frecuencia (Berenfeld 
y cols., 2002; Jalife y cols., 2005).  
 
Un rotor necesita espacio suficiente para girar (elbow room); cuando dos rotores chocan, 
el de mayor frecuencia absorberá al de menor frecuencia. Una vez iniciados, los rotores 
girarán a alta velocidad generando una turbulencia eléctrica conocida como conducción 
fibrilatoria. La distribución heterogénea de los canales iónicos en el miocardio hace que los 
rotores residan en áreas específicas cuya estructura, propiedades eléctricas y un período 






Figura I.40. Formación y fragmentación de rotores. (A) Formación de un rotor. Una onda alcanza un 
obstáculo funcional (i) y empieza a circunvalarlo (ii). Si las condiciones de excitabilidad son las adecuadas, dos 
ondas hijas se separan del obstáculo, generando una singularidad de fase (SF) en cada extremo roto (iii). Las 
ondas formadas se curvan alrededor de las singularidades y empiezan a rotar (iv). (B) Modelo por ordenador de 
un rotor a altas frecuencias en una monocapa de miocitos ventriculares. Se aprecia como las ondas que emanan 
del rotor se fragmentan, iniciando una conducción fibrilatoria. Los números bajo cada fotograma indican 
milisegundos. [Adaptada de Vaquero y cols., 2008] 
 
 
6.3. Los rotores en la génesis de la FA 
 
Recientemente se ha publicado el primer estudio de mapeo espacio-temporal de la 
dinámica de la FA en 49 pacientes que iban a ser sometidos a ablación (Narayan y cols., 
2012). Cuarenta y siete de los 49 pacientes presentaban rotores estables, y 11 de los 49 
mostraban además focos automáticos que provocaban conducción fibrilatoria a su alrededor. 
Las tres cuartas partes de las fuentes fibrilatorias se localizaban en la AI donde se encontraban 
las frecuencias dominantes. Este resultado concuerda con los datos experimentales obtenidos 
mediante análisis espectral de alta resolución, que muestran que la pared posterior de la AI es 




(Mandapati y cols., 2000; Kalifa y cols., 2006). Los frentes de onda generados por estas 
fuentes adquieren patrones de conducción espacialmente complejos a medida que se acercan a 
la AD, y en conjunto, se manifiestan como un patrón de conducción fibrilatoria (Berenfeld y 
cols., 2002). Por tanto, el avance tecnológico ha permitido demostrar que en algunos tipos de 
fibrilación existe un patrón organizado en la actividad eléctrica que es cámara-dependiente y 
que no concuerda con la activación caótica propuesta por la teoría de los múltiples frentes de 
onda (Jalife, 2003). Diversos estudios en modelos animales de fibrilación sugieren que la AI 
es la aurícula principalmente implicada en el mantenimiento de la misma. Dos estudios en un 
modelo ovino de FA crónica y en un modelo canino de FA paroxística (Morillo y cols., 1995; 
Skanes y cols., 1998; Mansour y cols., 2001) demostraron que las frecuencias más rápidas 
ocurrían en la pared posterior de la AI y que existía un gradiente de frecuencia AI-AD. De 
hecho, la frecuencia dominante aumenta en el paso de la FA paroxística a persistente 
(Berenfeld y Jalife, 2014). 
Un estudio en pacientes que iban a ser sometidos a ablación quirúrgica de las VP llevado a 
cabo por el grupo de Lazar y cols. (Lazar y cols., 2004) obtuvo las siguientes conclusiones: 1) 
que existe un gradiente de frecuencias AI-AD, en consonancia con los resultados en modelos 
experimentales y 2) que este gradiente desaparecía cuando la FA se mantenía durante más de 
un mes, lo que se atribuía a un aumento de la frecuencia de la AD hasta hacerse similar a la de 
la AI. 
La razón por la cual la AI alberga las fuentes con mayores frecuencias todavía no se 
comprende del todo. Probablemente la causa sea multifactorial, por lo que es necesario el 
estudio de las propiedades específicas de la AI. Estas propiedades pueden resumirse en: a) la 
AI está expuesta a una mayor presión intracavitaria y por lo tanto sus paredes y músculos son 
más gruesos y heterogéneos que los de la AD; b) Las VP están localizadas en la AI; c) los 
bordes del fascículo septopulmonar de la pared posterior de la AI forman una barrera 
tridimensional efectiva que dificulta la propagación de los impulsos eléctricos prematuros 
generados en las VP (Hocini y cols., 2010). A medida que se desplazan por la aurícula, 
algunas de estas ondas pueden romperse, iniciando el proceso de reentrada; d) la rica 
inervación de la pared posterior de la AI , ya que en muchos pacientes, los paroxismos de 
fibrilación son iniciados por descargas simpáticas o vagales (Sarmast y cols., 2003; Shen y 
cols., 2012); e) los procesos de dilatación y estiramiento establecen las condiciones para la 
formación de los rotores primarios en la pared posterior de la AI (Kalifa y cols., 2003; 




fibrosis establecen el sustrato ideal para la fibrilación (Swartz y cols., 2009; Lubitz y cols., 
2010; Savelieva y cols., 2010); g) los PAs de la AI son más breves que los de la AD y, 
además, el remodelado eléctrico asociado a la FA acorta más la DPA de los PAs de la AI que 
la de los de la AD (González de la Fuente y cols., 2013). Todos estos procesos tienden a ser 
más marcados en la AI que en la AD (Swartz y cols., 2009). 
Sin embargo, no existían apenas datos en cuanto a las posibles diferencias en las 
propiedades electrofisiológicas entre los miocitos de ambas aurículas que pudieran explicar 
por qué las fuentes de origen de la FA y la mayor frecuencia de la actividad aparecen en la AI. 
Hasta la fecha, la mayor parte de los datos en lo que respecta a las diferencias en las 
características eléctricas entre ambas aurículas proviene de estudios con animales de 
experimentación. Un estudio en un modelo de ratón (Nygren y cols., 2004) determinó que la 
DPA era más corta en los miocitos de la AI que en los de la AD. Otro estudio en perros (Li y 
cols., 2001) demostró una mayor densidad de IKr en los miocitos de la AI que en los de la AD 
y no encontró diferencias significativas en ninguna de las demás corrientes estudiadas. En 
otro estudio en ratón (Lomax y cols., 2003) se comparaban las corrientes tiempo- y voltaje-
dependientes de K+ de ambas aurículas, siendo mayores en la AI que en la AD, lo que 
justificaba que la DPA registrada fuera significativamente más corta en los miocitos de la AI 
que en los de la AD. En lo que respecta a los humanos, un estudio que comparaba la IK1 de la 
AD y la AI de pacientes con FA paroxística y en RS (Voigt y cols., 2010), concluyó que 
existe un gradiente AI-AD de densidad de IK1 que probablemente contribuye a la existencia de 
focos de actividad a altas frecuencias en la AI de los pacientes con FA paroxística, ya que un 
aumento en la densidad de la IK1 abrevia la DPA e hiperpolariza los miocitos auriculares, 
aumentando la disponibilidad de canales de Na+, lo que facilita la estabilización y la 
aceleración de los rotores que mantienen la FA. En el año 2010 un estudio de nuestro grupo 
de trabajo comparó las corrientes repolarizantes de los miocitos de la AI con los de la AD de 
pacientes con FA crónica (Caballero y cols., 2010b). Los datos permitieron concluir que 
existen unas notables diferencias fisiológicas en las propiedades eléctricas de ambas aurículas 
(diferencias inter-auriculares) así como entre los miocitos de cada aurícula (intra-auriculares). 
La FA  por su parte aumenta dicha disparidad creando un gradiente entre la AD y la AI en lo 
que respecta a la densidad de la Ito, mientras que abole el gradiente fisiológico AD-AI en lo 
que respecta a la IKur. A su vez, aumenta, multiplicando por casi 3, la densidad de la IKs lo que 





6.4. Papel de los canales iónicos 
 
Muchas evidencias demuestran que la interacción entre la IK1 y la INa controla la 
formación, estabilidad y frecuencia de los rotores. La ICaL también parece jugar un papel en el 
control de la frecuencia de los rotores y en el paso de FV a taquicardia ventricular. Por lo que 
respecta a las corrientes de salida de K+ dependientes de voltaje parece importante el papel de 
la IKs en la estabilización de los rotores (Caballero y cols., 2010b). 
El papel fundamental de la IK1 se ha demostrado tanto en modelos computacionales como 
en animales. La IK1 se encuentra aumentada en pacientes con FA, debido a un marcado 
aumento en la expresión de los canales Kir2.1, responsables de la generación de esta corriente 
y a un aumento en la probabilidad de apertura del canal, que podría explicarse por 
alteraciones en el grado de desfosforilación del canal (Michael y cols., 2009; Workman y 
cols., 2001; Dobrev y cols., 2001; Gaborit y cols., 2005; Voigt y cols., 2010). En modelos 
animales la inhibición de la IK1 con BaCl2 detenía o frenaba la la FV (Warren y cols., 2003). 
Simulaciones computacionales para estudiar las consecuencias del aumento de la IK1 muestran 
rotores más rápidos que se desplazan menos y más estables (Pandit y cols., 2005). La 
estabilización de los rotores se debía a un acortamiento de la DPA y un aumento de la 
excitabilidad cardiaca por una mayor disponibilidad de la INa, producida a su vez por la 
hiperpolarización del potencial de membrana de reposo (Tabla I.9). Esto mismo se demostró 
posteriormente en ratones transgénicos donde la IK1 se sobreexpresaba: los rotores se 
mantenían extremadamente rápidos (50-60 Hz) durante más de 100 minutos, mientras que los 
rotores generados en los animales control tenían una frecuencia de giro mucho más lenta (10-
20 Hz) y duraban menos (10 segundos) (Li y cols., 2004; Pandit y cols., 2005; Noujaim y 
cols., 2007b) (Figura I.41). Estos datos estimularon la búsqueda de fármacos que pudieran 
inhibir de forma selectiva la IK1. Por ello, se describieron los determinantes moleculares de los 
fármacos capaces de unirse a los receptores farmacológicos presentes en los canales Kir2.1-
2.3 (Gómez y cols., 2008; Caballero y cols., 2010a; Amorós y cols., 2013). 
El gradiente de frecuencias que existe entre la AD y la AI en la FA en presencia de 
acetilcolina se debe a distintas densidades de la IKACh en ambas cámaras (Sarmast y cols., 
2003). La activación de la IKACh  produce una aceleración y estabilización del rotor en FA 
aguda (Sarmast y cols., 2003; Atienza y cols., 2006) aunque en FA crónica, su papel es 






Figura I.41. Consecuencias de la sobreexpresión transgénica de IK1 en las características del PA, 
reentrada, longitud de onda y frecuencia. (A) Simulación de un PA de un miocito ventricular de ratón WT. 
(B) Simulación de un PA de un miocito ventricular de ratón transgénico (TG) (gris) sobrepuesto encima de un 
PA de un miocito ventricular de ratón WT (negro), donde se observa una aceleración de la repolarización en la 
fase 3 en el PA transgénico respecto al WT. (C) Simulación de la reentrada capa de miocitos ventriculares de 
ratón WT y (D) transgénico. La sobreexpresión de IK1 reduce la extension especial del estado excitado (longitud 
de onda) e incrementa la frecuencia de rotación (WT, 13 Hz; TG, 40 Hz). [Adaptada de Vaquero y cols., 2008] 
 
La corriente INa determina la excitabilidad cardiaca y el inicio del PA y es la principal 
corriente que conduce el frente de onda en su propagación normal, y también cuando se 
produce un rotor. El papel de la INa en la dinámica de los rotores se ha analizado directamente 
usando TTX (Mandapati y cols., 1998; Kneller y cols., 2005), o indirectamente elevando las 
concentraciones de K+ extracelular (Pandit y cols., 2010; Pandit y cols., 2011) o simulando 
condiciones de isquemia (que limita la disponibilidad de la corriente por despolarizar el Em) 
(Mandapati y cols., 1998). En todos los casos, la inhibición de la INa termina los rotores 
eliminando la fibrilación por tres mecanismos: 1) por un alargamiento del centro de rotación 
(core); 2) por pérdida de capacidad del rotor de anclarse a obstáculos funcionales, que termina 
por extinguirse en los límites; y 3) por una disminución del número de ondas secundarias que 















↓ ↓ ↑ ↑ 
ICa,L Inhibición ↓↑ ? ↓ ↓ ↓↑ ↑ 
Ito, IKur Inhibición ? ? ↑(“plateau”) ↑ ? ↓? 
IKs, Inhibición ↓= ? ↑ ↑ ? ↑ 
IKr Inhibición ? ? ↑ ↑ ? ? 
 
Tabla I.9. Efectos de cada corriente iónica por separado en la dinámica de los rotores. VC (velocidad de 
conducción), “core” (centro de rotación), WL (longitud de onda). [Adaptada de Vaquero y cols., 2008] 
 
La concentración de calcio intracelular parece importante en el inicio de la actividad 
espontánea en TdP y en arritmias hereditarias como la taquicardia ventricular polimórfica 
catecolaminérgica, que puede ser el inicio de rotores y fibrilación (Choi y cols., 2002; 
Cerrone y cols., 2007). Sin embargo el papel de la ICa,L es controvertido. Algunos autores 
muestran que el inhibición de la corriente con verapamilo produce una estabilización de los 
rotores por una mayor fragmentación de las ondas, y convierte la FV en taquicardia 
ventricular; mientras que otros estudios atribuyen estos efectos a la inhibición de la corriente 
IKr,, también inhibida por el verapamilo a esas concentraciones (Zhang y cols., 1999; Noujaim 
y cols., 2007a; Noujaim y cols., 2007b) (Tabla I.9). 
Por lo que respecta a las corrientes de salida de K+, (Pandit y cols., 2005), el grupo de 
Jalife demostró que el rotor se terminaba inhibiendo selectivamente en un 90% la corriente 
auricular ultrarrápida de rectificación tardía IKur o la corriente transitoria de salida Ito, pero no 
los componentes rápido y lento de la corriente de salida de K con rectificación tardía IKr  e IKs. 
La prolongación del PA auricular producido por esta inhibición produjo la parada del rotor. 
Además a pesar de que la inhibición de la IKr  e IKs no produjese el fin del rotor, la inhibición 




el rotor es especialmente interesante ya que es una corriente específica de la aurícula y se 
puede evitar así los efectos proarrítmicos como las TdP asociadas a la inhibición de la IKr 
(Nattel, 1998; Nattel y cols., 1999) (Tabla I.9). 
 
6.5. Futuro, implicaciones y perspectivas 
 
Visto el grado de implicación de las distintas corrientes, especialmente la INa e IK1, en las 
arritmias fibrilatorias, parece fundamental encontrar fármacos antiarrítmicos eficaces que 
puedan modificar estas corrientes, y por tanto el funcionamiento de los rotores. La inhibición 
de estas corrientes puede tener efectos en la frecuencia y velocidad de los rotores.  
Noujaim y cols. compararon  los efectos de la cloroquina y la quinidina en el bloqueo de 
los rotores. Si bien ambos conseguían reducir la frecuencia de los rotores en ratones que 
sobreexpresaban IK1 (de 48 Hz a 28 Hz con la quinidina y a 4 Hz con la cloroquina) sólo la 
cloroquina era capaz de volver a ritmo sinusal en todos los casos estudiados. El éxito de la 
cloroquina para terminar la fibrilación se atribuye a una unión a Kir2.1 más estable a la parte 
citoplasmática. La cloroquina además parece inhibir preferentemente la IK1 (IK1>IKr>INa>ICaL) 
(Sánchez-Chapula y cols., 2001). Sin embargo, hay evidencias de que la quinidina bloquea 
también la INa, ICaL, Ito, IKr, IKs, IKur, e IK1 (Clark y cols., 1995). En otros modelos como el de 
oveja, la cloroquina también redujo la frecuencia de los rotores y restauró el ritmo sinusal 
(Filgueiras-Rama y cols., 2012). 
Los datos en distintos modelos animales sobre la eficacia de la inhibición de la INa, para 
producir el cese de los rotores (Comtois y cols., 2008) son controvertidos. Algunos sugieren 
que los bloqueantes de los canales de sodio son inefectivos porque reducen la longitud de 
onda disminuyendo la conducción (Nattel, 2002). De hecho, no solo no terminarían la 
fibrilación sino que la mantendrían (Asano y cols., 1997) o incluso convierten la fibrilación en 
taquicardia (Pandit y Jalife, 2013). Sin embargo, otros estudios demuestran su eficacia para 
prevenir y terminar la FA aún sin aumentar la longitud de onda (Wijffels y cols., 2000). El 
hecho cierto es que tanto flecainida como propafenona (los más potentes inhibidores de los 
canales de Na+) son los fármacos de elección para la cardioversión farmacológica de la FA de 
reciente comienzo en pacientes sin patología estructural por su seguridad y eficacia.  
Otro estudio del grupo de Kodama muestra los beneficios antiarrítmicos de enfriar el 
miocardio ya que reduce la frecuencia y desestabiliza los rotores que acaban por extinguirse 





































El canal de sodio cardiaco humano está formado por la subunidad α Nav1.5 unida a 
subunidades auxiliares (Navβ) y genera la corriente rápida de entrada de Na (INa). La INa 
determina la excitabilidad y la conducción cardiacas. Por otro lado, la corriente de potasio con 
rectificación interna (IK1) es generada por homo- o heterotetrámeros de proteínas Kir2.x de las 
que existen tres clones en el miocardio humano: Kir2.1, Kir2.2 y Kir2.3. La IK1 determina la 
duración del potencial de acción cardiaco y del periodo refractario y establece el potencial de 
reposo del que depende la magnitud de la INa. La IK1, por tanto, juega un papel crítico para 
controlar la refractariedad y la excitabilidad cardiacas. Recientemente se ha demostrado que 
existe una modulación recíproca positiva del nivel de expresión de los canales Nav1.5 y 
Kir2.1/Kir2.2. De esta forma el aumento en la expresión de canales Kir2.1 o Kir2.2 produce 
un aumento en la expresión de canales Nav1.5 y viceversa. Además, se ha demostrado que la 
presencia de canales Kir2.3 en los tetrámeros que generan la IK1 elimina la modulación 
recíproca positiva con los canales Nav1.5. Estos resultados tienen implicaciones fisiológicas 
ya que a nivel auricular humano, donde los canales Kir2.3 predominan (a diferencia de los 
ventrículos donde predomina Kir2.1), no hay modulación recíproca positiva entre INa e IK1. 
Por tanto, los canales Nav1.5 y Kir2.1/2.2 forman parte de un mismo canalosoma sólo en los 
miocitos ventriculares. 
Existen numerosos síndromes arritmogénicos primarios hereditarios como el SBr, el 
SSE, el DCCP, y la FA familiar que son consecuencia de mutaciones en el gen SCN5A, que 
codifica el canal Nav1.5 humano, y que producen un déficit de función de dichos canales. 
Estas mutaciones codifican canales Nav1.5 que no trafican bien a la membrana o/y que tienen 
defectos de gating. El resultado es que los canales mutados o no son capaces de generar 
corriente o generan corrientes significativamente menores a las generadas por canales nativos. 
Algunas mutaciones producen, además, EDN, es decir que la presencia de un alelo/canal 
mutado disminuye la expresión/función de los canales nativos (WT). Dado que la proteína 
Nav1.5 es capaz per se de generar un canal funcional, el efecto dominante negativo producido 
por las proteínas mutadas sugiere que los canales Nav1.5 WT y mutados interaccionan entre 
sí.  
En el momento actual se desconoce qué ocurre con la expresión de canales 
Kir2.1/Kir2.2, y por tanto con la densidad de la IK1 ventricular, en pacientes con mutaciones 
en SCN5A que generen canales con déficit de función. Se desconoce también si los canales 






El OBJETIVO GENERAL que se persigue en la presente TESIS DOCTORAL es 
profundizar en el conocimiento de los mecanismos celulares y las repercusiones funcionales 
de la modulación recíproca positiva entre canales Nav1.5 y Kir2.x. Para ello, utilizaremos 
como herramientas diversos mutantes del gen SCN5A, descritos en familias con síndromes 
arritmogénicos primarios, que generan canales Nav1.5 con déficit de función. 
 
Los OBJETIVOS ESPECÍFICOS de la presente TESIS DOCTORAL serán: 
 
1) Identificar si los canales Nav1.5 y los canales Kir2.1 interaccionan entre sí en sistemas 
de expresión heterólogos y en miocitos ventriculares de rata. 
 
2) Analizar si el déficit de función de los mutantes de los canales Nav1.5 afecta a la 
densidad de la corriente generada por canales Kir2.x en ratones transgénicos, sistemas 
de transfección heterólogos, miocitos ventriculares de rata, y cardiomiocitos derivados 
de células humanas pluripotentes inducidas (hiPSC-CM); y en el caso que la afecte, 
compararemos los efectos producidos por los mutantes que no trafican hasta la 
membrana celular con los producidos por aquellos que trafican pero no generan 
corriente. 
 
3) Analizar el efecto del silenciamiento de un alelo del gen SCN5A sobre la modulación 
recíproca positiva en ratones transgénicos. 
 
4) Analizar las consecuencias de la presencia de mutantes del canal Nav1.5 con pérdida 
de función sobre las características de los potenciales de acción generados en hiPSC-
CM. 
 
5) Identificar el mecanismo de tráfico de canales Kir2.1-Nav1.5 por el cual se produce la 
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1. TÉCNICA DE FIJACIÓN DE VOLTAJE EN PARCHE DE MEMBRANA (PATCH-
CLAMP)  
 
La técnica de fijación de voltaje comenzó a utilizarse en los años 80 para el registro de 
corrientes iónicas en células aisladas y se caracteriza por permitir mantener de forma estable 
el potencial de parte o de toda la membrana de la célula y registrar la corriente generada a 
través de los canales iónicos tras la aplicación de un pulso hiper o despolarizante (Hamill y 
cols., 1981). Esta técnica se basa en la formación de un sello de alta resistencia (un 
“gigasello” de ≈2 GΩ) entre la luz de una micropipeta de vidrio y la membrana de una célula 
(Figura III.1). La micropipeta se llena con una solución iónica (“solución interna”) cuya 
composición varía en función de la corriente objeto de estudio. A través de la micropipeta, se 
inyecta la corriente necesaria para fijar el Em al valor deseado y, al mismo tiempo, se registra 
la corriente generada tras la aplicación de pulsos hiper o despolarizantes (Hamill y cols., 
1981). La técnica de fijación de voltaje presenta diferentes configuraciones (Figura III.2): 
a) Configuración de parche sobre célula entera, cell-attached u on-cell patch. 
b) Configuración de célula entera o whole-cell patch. 
c) Configuración de parche interior-fuera o inside-out patch. 








Figura III.1. Formación de un sello de alta 
resistencia. Se muestran una micropipeta de vidrio y 
una célula CHO en el transcurso de la formación de 
un sello de alta resistencia o “gigasello”. 
 
Una vez que se ha puesto en contacto la micropipeta con la superficie de la membrana 
celular, se aplica una ligera succión, con lo que la porción de la membrana incluida en la luz 
de la micropipeta se invagina y se forma el sello de alta resistencia. Ésta es la configuración 
de “parche de membrana sobre célula entera” (cell-attached u on-cell patch) que permite el 
registro de la corriente iónica unitaria o microscópica (i), generada por la activación de un 
único canal (single channel) presente en el parche de membrana. Esta configuración presenta 
la ventaja de ser la más fisiológica de las cuatro mencionadas porque no modifica el medio 
intracelular y es la más adecuada para estudios que requieran la participación de todos los 
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sistemas celulares moduladores del canal iónico. Su principal desventaja es que no permite 
determinar el PR (un indicador de la situación fisiológica de la célula) ya que los valores a los 
que se fija son relativos al potencial de membrana de la célula. Este problema se minimiza 
perfundiendo las células con una solución externa despolarizante que mantiene el PR celular 
en 0 mV. 
 
 
Figura III.2. Configuraciones de la técnica de patch-clamp. Diagrama que ilustra la metodología para 
conseguir las diferentes configuraciones de los sellos mediante la técnica de patch-clamp. 
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A partir de la configuración de parche de membrana sobre célula entera, y aplicando una 
ligera succión adicional, se puede romper la porción de membrana invaginada en la luz de la 
micropipeta y conseguir la configuración de “célula entera” (whole-cell patch). Tras la ruptura 
del parche de membrana, la solución interna de la micropipeta entra en contacto con el medio 
intracelular y, al ser mucho mayor su volumen en comparación con el volumen intracelular, se 
produce un recambio casi inmediato de la composición del mismo, es decir, se produce una 
diálisis intracelular. En estas condiciones es posible fijar el Em al valor deseado y, tras la 
aplicación de los protocolos experimentales adecuados, registrar la corriente iónica resultante 
de la actividad de todos los canales presentes en la membrana celular o corriente 
macroscópica (I). Esta configuración permite controlar y modificar a voluntad el medio 
intracelular, pero también diluye los mediadores intracelulares responsables de la regulación 
de los canales iónicos. Para minimizar este problema, la solución interna de la micropipeta se 
complementa con ATP y otros mediadores que, en condiciones fisiológicas, mantienen la 
función de los canales iónicos. Otra posibilidad para minimizar la dilución de los mediadores 
celulares es utilizar la configuración de “parche de membrana perforado”. Para ello, se añade 
a la solución interna un antibiótico (nistatina o anfotericina B) que, una vez que se ha formado 
el sello de alta resistencia, va formando pequeños poros en la membrana de la célula, 
permitiendo así el paso de iones monovalentes. De esta forma, la resistencia de acceso va 
disminuyendo paulatinamente, mientras que la amplitud de la corriente registrada va 
aumentando, hasta que ambos parámetros alcanzan valores estables al cabo de ≈30 minutos, 
momento en el se empieza a registrar la corriente iónica objeto de estudio. 
Partiendo de la configuración de parche de membrana sobre célula entera (cell-attached), 
y elevando la célula del fondo del baño, se puede separar el parche de membrana incluido en 
la luz de la micropipeta del resto de la célula, quedando así el lado citosólico de la membrana 
expuesto al medio externo y el lado extracelular en contacto con la solución interna de la 
micropipeta. Ésta es la configuración de “parche de membrana interior-fuera” (inside-out 
patch). 
La última configuración es la de “parche de membrana exterior-fuera” (outside-out patch) 
que se obtiene a partir de la configuración de célula entera (whole-cell). En esta 
configuración, la cara extracelular de la membrana es la que queda en contacto con la 
solución externa. Estas dos últimas configuraciones son las también llamadas “de parche 
escindido” y permiten el registro de corrientes unitarias y macroscópicas en macroparches. 
Ambas son adecuadas para el estudio del mecanismo de acción de fármacos o mediadores que 
actúen selectivamente sobre las superficies extra o intracelular de la membrana. Sin embargo, 
Material y Métodos 
 154
presentan el inconveniente de que desligan los canales iónicos del contenido citosólico que 
modula su actividad. 
En la presente Tesis Doctoral, la IKir2.x, la IK1, la INav1.5 y la INa fueron registradas 
utilizando la configuración de célula entera (whole-cell) de la técnica de patch-clamp. 
 
2. REGISTRO DE LA IKir2.x  E INav1.5  EN SISTEMAS DE EXPRESIÓN 
HETERÓLOGOS 
 
Los experimentos presentados en esta Tesis Doctoral han sido realizados utilizando como 
sistema de expresión células de ovario de hámster chino (CHO). Son líneas celulares de 
mamífero en las cuales se transfectaba de forma transitoria el ADN complementario (ADNc) 
de los canales Kir2.x y Nav1.5 de humano (hKir2.x y hNav1.5) (WT y mutantes), así como 
proteínas accesorias. 
 
2.1. Mutagénesis dirigida de los canales hKir2.x y hNav1.5 
 
El vector de expresión con el ADNc del canal hKir2.1 WT fue proporcionado por el Dr. J. 
Jalife, de la Universidad de Michigan (Ann Arbor, MI, EEUU). El canal hKir2.1 WT fue 
clonado de tejido humano, amplificado mediante PCR e incorporado al vector pcDNA3.1 para 
su expresión en líneas celulares de mamífero (Priori y cols., 2005).  
El vector de expresión con el ADNc del canal hKir2.3 fue proporcionado por el Dr. J. A. 
Sánchez-Chapula, de la Universidad de Colima (Colima, Méjico). El canal fue amplificado 
por PCR e incorporado al vector pcDNA3.1 para su expresión en líneas celulares de mamífero 
(Rodríguez-Menchaca y cols., 2008).  
El vector de expresión pCMV6-XL4 con el ADNc del canal hKir2.2 fue adquirido en la 
empresa Origene (USA).  
Los vectores de expresión con el ADNc de la subunidad α del canal de sodio cardiaco 
(Nav1.5) y la subunidad β1 fueron proporcionados por la Dra. Connie R. Bezzina (Universidad 
de Amsterdam, Holanda). Las subunidades fueron amplificadas por PCR e incorporadas al 
vector pCGI para su expresión en líneas celulares de mamífero (Casini y cols., 2007; 
Watanabe y cols., 2008).  
Todas las mutaciones de los canales hKir2.x y hNav1.5 (Tabla III.1) se realizaron con el 
kit QuikChange Site-Directed Mutagenesis (Stratagene, La Jolla, CA, EEUU) y fueron 
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confirmadas mediante la secuenciación completa y en ambas direcciones de la región 
codificante de las dos cadenas de ADN. 
 




Estudio del tráfico del canal a 
membrana 
Nav1.5 
p.D1690N, p.G1748D, p.D1816VfsX7, 
p.R104W, 
p.R878C, p.H558R-D1690N 
Reparación patofisiológica de 
canales mutantes asociados a 
SBr 
Tabla III.1. Mutantes de Kir2.x y Nav1.5 que se diseñaron en nuestro laboratorio para la realización de la 
presente Tesis Doctoral. Las mutaciones separadas por “–” están contenidas en el mismo plásmido.  
 
2.2. Cultivo y transfección de los canales hKir2.x y hNav1.5 en células CHO 
 
Para el cultivo de las células CHO se emplearon placas de 60 mm de diámetro con medio 
Ham-F12 suplementado con suero fetal bovino al 10% y una mezcla de antibióticos (100 
U/mL de penicilina y 100 µg/ml de estreptomicina) (Caballero y cols., 2010a; Amorós y cols., 
2013; Dolz-Gaitón y cols., 2013; Gómez y cols., 2014). Todas las líneas celulares se 
mantenían a 37ºC en una atmósfera de CO2 al 5% y se pasaron cada 4-5 días mediante un 
breve tratamiento con tripsina (0.5 mg/ml) (Caballero y cols., 2010a; Amorós y cols., 2013; 
Dolz-Gaitón y cols., 2013; Gómez y cols., 2014).  
Para el estudio electrofisiológico, las células CHO se transfectaron de forma transitoria 
con el vector de expresión que contenía el gen del canal hKir2.x (WT o mutante) (1.6 µg) solo 
o junto con el canal hNav1.5 (WT o mutante) y hNavβ1 (1.6 µg) (Nav1.5-β) más el ADNc 
que codifica para el antígeno CD8 (0.5 µg). 
Las células CHO representan un buen modelo para el estudio de canales de K+, ya que no 
presentan ninguna corriente de este tipo (Yu y Kerchner, 1998). Sin embargo, sí presentan 
una pequeña proporción de canales de Na+ endógenos (Lalik y cols., 1993), aunque la 
amplitud de las corrientes generadas a través de los mismos es demasiado pequeña para 
interferir en el registro de las corrientes de K+ y Na+ generadas por los canales hKir2.x y 
hNav1.5. 
Para la transfección se utilizó el método del XtremeGENE HP (Roche Diagnostics, 
Barcelona, España). Este método de transfección consiste en la incubación de una mezcla de 
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XtremeGENE HP, del vector o vectores de expresión con el gen del canal y del ADNc del 
antígeno de superficie CD8 expresado en el vector EBOpcD Leu-2 (0.5 µg), en presencia de 
medio de cultivo Ham-F12 sin suero y sin antibiótico. El XtremeGENE HP está compuesto 
por una mezcla de lípidos que propicia que el ADNc se incorpore a las células y permitir así 
la expresión en la membrana de los canales objeto de estudio. Con estos vectores de 
expresión, una mezcla con una relación de 3 volúmenes de XtremeGENE HP (en μL) por 
cada volumen de ADNc (en µg) se demostró como la mejor para obtener la mayor cantidad de 
células transfectadas. Tras incubar la mezcla durante 30 minutos, ésta se añadía a las células 
CHO mantenidas en medio Ham-F12 con suero y con antibiótico, permitiendo que el ADNc 
adherido al XtremeGENE HP se introdujese en las células. Transcurridas 48 horas, tiempo 
durante el cual se producía la transcripción del ADNc y la expresión en la membrana de los 
canales, las células se barrían de la placa con rascadores de goma, procedimiento mediante el 
cual la mayoría de las células permanecen intactas. Tras dejar reposar la suspensión de células 
durante 1 hora a temperatura ambiente (22-24ºC), se comenzaban los experimentos 
electrofisiológicos durante las 12 horas siguientes (Caballero y cols., 2010a; Amorós y cols., 
2013; Dolz-Gaitón y cols., 2013; Gómez y cols., 2014). 
Para la selección de las células que habían incorporado los vectores, éstas se incubaron 
con una solución de microesferas de poliestireno unidas a anticuerpos anti-CD8 (Dynabeads 
M-450; Dynal, Oslo, Noruega). Los anticuerpos anti-CD8 se unen a las células que presentan 
en su membrana el antígeno de superficie CD8, células que, en la mayoría de los casos, 
también presentan el canal objeto de estudio (Caballero y cols., 2010a; Amorós y cols., 2013; 
Dolz-Gaitón y cols., 2013; Gómez y cols., 2014). De este modo, para la realización de los 
experimentos, las células se seleccionaban mediante su observación al microscopio por la 









Figura III.3. Identificación de las células CHO que 
expresan el antígeno CD8 en su membrana. 
Células CHO transfectadas con el plásmido EBO-pcD 
leu2 identificadas mediante anticuerpos anti-CD8 
unidos a microesferas de poliestireno (DynaBeads M-
450). 
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2.3. Silenciamiento de GRASP55 en células CHO 
 
Hace casi 20 años se describió por primera vez el uso de dsRNAs (double stranded RNA, 
ARN de doble cadena) como RNAi (RNA interference, ARN de interferencia) para el 
silenciamiento de un determinado gen en Caenorhabditis elegans (Fire y cols., 1998). Poco 
después se observó que los dsRNAs eran procesados a siRNAs (small interferente RNAs),  que 
son los ARNs de doble cadena de unos 25 nucleótidos de longitud, realmente encargados de 
inhibir la expresión de genes (Hamilton y cols., 1999; Zamore y cols., 2000). Posteriormente, 
se demostró que se podían silenciar genes de células en cultivo mediante la transfección de 
siRNAs sintéticos con agentes lipídicos (Elbashir y cols., 2002). En ese mismo año se 
utilizaron por primera vez shRNAs (short hairpin RNAs), que son dúplex de siRNAs unidos 
por una horquilla y sintetizados por la propia célula como una sola hebra de ARN a partir de 
ADNc introducido en un plásmido, para inhibir la expresión de genes (Yu y cols., 2002). 
Dado que los miocitos tienen un bajo índice de transfección al utilizar agentes lipídicos, el 
silenciamiento de genes en estas células se suele llevar a cabo mediante la infección con virus 
que codifican para shRNAs, mientras que el silenciamiento de genes en lineas celulares como 
CHO se puede hacer perfectamente transfectando siRNAs sintéticos con LipofectAMINE 
2000. Por lo tanto, para el silenciamiento de GRASP55 en células CHO, se transfectaron 
diferentes siRNAs obtenidos a partir de la secuencia de GRASP55 (Acc. no. 
XM_007611693.1)  (Tabla III.2), a una concentración final en placa de 100 nM (GRASP55) 
con LipofectAMINE 2000 (Invitrogen, USA). Como control de silenciamiento se utilizó un 
siRNA control negativo universal de Sigma (SIC001) a 100 nM. Los experimentos de western 
blot demostraron que las proteínas se silenciaban en una proporción mayor al 70% a las 24 
horas de la transfección. Por tanto, los experimentos de electrofisiología se llevaron a cabo 24 
horas después de la transfección. 
 
Proteína siRNA Secuencia sentido ( 5’- 3’) Secuencia antisentido ( 5’- 3’) 
siRNA1 Gorasp2 CGACACUGUCAUGAAUGAGUCUGAA UUCAGACUCAUUCAUGACAGUGUCG 
GRASP55 
siRNA2 Gorasp2 ACACUGACAACUGUCGAGAAGUGAU AUCACUUCUCGACAGUUGUCAGUGU 
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2.4. Técnicas de registro en sistemas de expresión heterólogos 
 
Para el registro de IKir2.x y INav1.5  en células CHO se colocaba una alícuota de la 
suspensión de las células transfectadas en una cámara de 0.5 ml montada sobre la platina de 
un microscopio invertido (Nikon TS100; Nikon Co., Tokio, Japón). Después de asentarse en 
el fondo de la cámara, las células fueron perfundidas con solución externa (ver composición 
más adelante) a una velocidad de flujo de ≈1 ml/minuto. Las corrientes se registraron a 
temperatura ambiente. Para la obtención de los registros se utilizó un amplificador Axopatch 
200B (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EEUU). La generación de protocolos, la 
adquisición de datos y el análisis de los mismos fueron llevados a cabo mediante el uso del 
software PCLAMP 9.0 y de sus aplicaciones CLAMPEX y CLAMPFIT (Molecular Devices). 
Las micropipetas empleadas en los registros fueron obtenidas a partir de tubos capilares de 
borosilicato de 1.0 y 0.5 mm de diámetro exterior e interior, respectivamente (GD1; Narishige 
Co. Ltd., Tokio, Japón), utilizando un estirador horizontal de micropipetas programable (P-
2000; Sutter Instruments Co., Novato, CA, EEUU). Posteriormente, las puntas de las 
micropipetas fueron pulidas en una microforja (MF-83; Narishige) hasta alcanzar el tamaño 
deseado. Para asegurar la calidad de la fijación del voltaje, la resistencia de las micropipetas 
utilizadas, una vez que se rellenaban con la solución interna y se sumergían en la solución 
externa, era inferior a 3.5 MΩ para el registro de IKir2.x o inferior a 1.5 MΩ para el de INav1.5. 
Los artefactos de corriente capacitativa generados al aplicar pulsos simétricos de 10 mV 
fueron registrados a 50 kHz, filtrados a 10 kHz y posteriormente utilizados para el cálculo de 
la capacitancia, la resistencia de acceso y la impedancia de entrada a la célula. Posteriormente 
se optimizaron la capacitancia y las resistencias en serie; en la mayor parte de los casos se 
obtuvo una compensación en torno al 80%. La resistencia de acceso no compensada y la 
capacitancia de las células CHO fue de 1.9±0.1 MΩ, y 10.6±0.85 pF, respectivamente 
(n=717), mientras que la amplitud máxima media de la IKir2.1, IKir2.2, IKir2.3, e INav1.5 a -120 mV 
fueron de -1.2±0.1 (n=31), -0.7±0.1 (n=25), -0.3±0.03 nA (n=21), y -1.7±0.2 nA, 
respectivamente. Por tanto, en nuestras condiciones experimentales los errores de voltaje 
debidos a las resistencias en serie fueron mínimos (<5 mV). Además la baja capacitancia 
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2.5. Registro de la IKir2.x e INav1.5: Soluciones y protocolos experimentales 
 
Para el registro de la corriente macroscópica generada por los canales hKir2.x así como la 
generada por los canales hNav1.5 en células CHO, la solución externa contenía (en mM): 
NaCl 136, KCl 4, CaCl2 1.8, MgCl2 1, HEPES 10, y glucosa 10 (ajustada a pH 7.4 con 
NaOH). Las micropipetas utilizadas para el registro se rellenaron con una solución interna 
cuya composición era (en mM): K-aspartato 80, KCl 42, KH2PO4 10, Mg-ATP 5, 
fosfocreatina 3, HEPES 5, y EGTA 5 (ajustada a pH 7.2 con KOH) para el registro de IKir2.x 
(liquid junction potencial (LJP)=-13.2 mV) o NaF 10, CsF 110, CsCl 20, HEPES 10, y EGTA 
10 (ajustada a pH 7.35 con CsOH) para el registro de INav1.5. Los voltajes se corrigieron según 
el LJP, o diferencia de potencial que se genera en función de las diferentes concentraciones de 
iones en las soluciones extra e intracelular del experimento (Neher, 1992; Gómez y cols., 
2009; Caballero y cols., 2010a). Además para minimizar los cambios en las propiedades 
tiempo y voltaje dependientes de la corriente INav1.5, los registros se realizaron después de 20 
minutos de establecer la configuración de célula entera. En estas condiciones, la amplitud de 
la corriente y la dependencia de voltaje de la activación e inactivación se mantenían estables 
durante el transcurso del experimento. Los valores del punto medio (Vh) y la pendiente (k) de 
las curvas conductancia-voltaje para INav1.5 registrados en células CHO fueron 42.7±1.6 mV 
and 5.2±0.3, respectivamente, mientras que los de las curvas de inactivación fueron -80.9±1.1 
mV y 6.0±0.3, respectivamente. Cabe destacar que la coexpresion de los canales Kir2.1 no 
modificaba la dependencia de voltaje de la activación e inactivación. 
 
El protocolo para el registro de la IKir2.x en las células transfectadas consistía en la 
aplicación de pulsos de 250 ms en incrementos de 10 mV entre -120 mV y +20 mV. El 
potencial de fijación se mantuvo a -60 mV. Para la construcción de las relaciones corriente-
voltaje (I-V) se representaba la amplitud de la corriente medida al final del pulso en función 
del potencial del pulso aplicado. 
El protocolo para el registro de la INav1.5 en las células transfectadas consistía en la 
aplicación de pulsos de 50 ms en incrementos de 5 mV entre -80 mV y +50 mV. El potencial 
de fijación se mantuvo a -120 mV. Para la construcción de las relaciones corriente-voltaje (I-
V) se representaba la amplitud de la corriente medida en el pico máximo en función del 
potencial del pulso aplicado.  
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Para determinar el ENa (potencial de inversión para el Na+) las relaciones densidad de 
corriente-voltaje fueron ajustadas a la fórmula: 
 
                                          INa = (Em - ENa)*Gmax*(1 + exp[Em - Vh]/k) – 1                   (III.1) 
 
donde INa es el pico de corriente en cada pulso al potencial deseado Em, Gmax la conductancia 
máxima., Vh es el punto medio de la curva y k el valor de la pendiente. La dependencia de 
voltaje de la activación se estudió construyendo las curvas conductancia – voltaje (curvas de 
activación). Cada curva de activación se construyó representando el pico de conductancia 
normalizado en función del potencial de membrana. La conductancia (G) fue calculada 
mediante la ecuación: 
 
                                                                    G = INa/(Em - ENa)                                           (III.2) 
 
donde G es la conductancia a un Em dado, INa representa el pico máximo de corriente al Em y 
ENa es el potencial de inversión calculado mediante la ecuación III.1. 
La amplitud de la corriente se normalizó dividiendo entre el valor de la capacitancia de 
cada célula para obtener la densidad de corriente.  
La IKir2.x y la INav1.5 se registraron utilizando una frecuencia de muestreo de 4 y 50 kHz, 
respectivamente, se filtraron a la mitad de la frecuencia de muestreo y se guardaron en el 
disco duro de un ordenador para su posterior análisis. Los datos se analizaron usando el 
software pCLAMP (Molecular Devices).  
 
3. REGISTRO DE LA IK1 E INa EN MIOCITOS VENTRICULARES DE RATA 
ADULTA 
 
3.1. Disociación enzimática de miocitos ventriculares de rata 
 
El procedimiento mediante el cual se obtuvieron los corazones de rata está conforme con 
el Guide for the Care and Use of Laboratory Animals publicado por el Instituto Nacional de 
Salud de Estados Unidos (NIH Publication No. 85-23, Revisado en 1996) y aprobado por el 
Comité de Uso y Cuidado de Animales de la Universidad Complutense de Madrid y de la 
Universidad de Michigan.  
Los miocitos ventriculares se aislaron de corazones de cinco ratas macho adultas de la 
raza Sprague–Dawley (con pesos de entre 225 y 250 gramos) mediante disociación 
enzimática siguiendo un protocolo utilizado por el grupo del Dr. José Jalife (Milstein y cols., 
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2012) y que fue adaptado a partir de estudios anteriores (Haworth y cols., 1980; Westfall y 
cols., 1997; Caballero y cols., 2004). Las ratas fueron heparinizadas (1.000 U/kg i.p.) y 
anestesiadas con pentobarbital sódico (50 mg/kg i.p.). Cuando las ratas no respondían a 
estímulos, se les extirpó el corazón que se conectó rápidamente a un sistema de perfusión de 
Langendorff a través de una cánula insertada en la aorta. El corazón se perfundió inicialmente 
con una solución Tyrode carente de Ca2+ (0 Ca2+) (cuya composición era en mM: NaCl 112, 
KCl 10, MgCl2 1.2, HEPES 10, taurina 20, y glucosa 10; ajustada a pH 7.4 con NaOH) 
durante 10 minutos con un flujo constante de 8 mL/minuto. Luego, el corazón se perfundió 
durante otros 15 minutos con la misma solución suplementada con 0.35 mg/mL colagenasa 
tipo II (Worthington) y albúmina al 1%. Las soluciones perfundidas estaban continuamente 
oxigenadas (95% O2/5% CO2) y con una temperatura fija de 37°C. Tras ello, los corazones se 
descolgaron del aparato de Langerdoff y los ventrículos se cortaron en pequeños fragmentos y 
se mantuvieron en agitación suave con una solución Tyrode suplementada con 1 mM CaCl2, 
33 μM blebistatina y 2% de albúmina, para dispersar las células. Las células obtenidas se 
dejaron reposar durante 30 minutos y se resuspendieron en Medio 199 (M199, Sigma) 
suplementado con 5% de suero fetal bovino (Invitrogen, USA), 1.8 mM Ca2+ y 100 U/mL de 
penicilina y 100 μg/mL de estreptomicina.  
 
3.2. Cultivo e infección de miocitos ventriculares de rata 
 
Debido a la baja eficiencia (10%) en la transfección de plásmidos en miocitos con agentes 
lipídicos tales como XtremeGENE HP o LipofectAMINE 2000, se decidió utilizar 
construcciones adenovirales para la expresión de las proteínas de interés. La utilización de 
estos vectores  permiten obterner una eficiencia en la infección cercana al 90% (Kirshenbaum 
y cols., 1993; Marian y cols., 1995; Djurovic y cols., 2004; Louch y cols., 2011; Lang y cols., 
2015).  
Los miocitos ventriculares de rata adulta se sembraron en cubre objetos estériles 
previamente tratados con laminina 0,04 mg/ml (Sigma) y se mantuvieron en medio M199 
durante dos horas. Transcurrido este tiempo, se infectaron con las construcciones adenovirales 
que codificaban para el canal Nav1.5 WT (Ad-Nav1.5 WT) o los mutantes de Nav1.5 
p.G1748D (Ad-G1748D), p.D1690N (Ad-D1690N) o p.D1816VfsX7 (Ad-D1816fs), 
empaquetados por encargo en la Unidad de Producción de Vectores (UPV, CBATEG) de la 
Universidad Autónoma de Barcelona. Como control, los miocitos se infectaron con la 
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construcción adenoviral que codificaba para GFP (Green Fluorescent Protein) únicamente 
(Ad-GFP), amablemente proporcionada por el grupo de investigación del Dr. José Jalife. 
 
Para los miocitos ventriculares de rata adulta, la multiplicidad de infección (MOI) fue de 
75, 200, 150, 120 y 350 para el Ad-GFP, Ad-Nav1.5 WT, Ad-D1690N, Ad-G1758D y Ad-
D1816fs, respectivamente. Se utilizó el mismo stock adenoviral en todos los experimentos 
para eliminar variables que afectaran a los resultados. Las corrientes se registraron 48 horas 
después de la infección. Los miocitos infectados con las construcciones virales se 
identificaban mediante la visualización de la fluorescencia emitida por GFP (Figura III.5) 
utilizando un microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse TE2000S, Nikon).  
 
 
Figura III.4. Miocitos ventriculares de rata cultivados en nuestro laboratorio e infectados con Ad-GFP 
48h. (A) Miocitos ventricular de rata visto en campo claro con objetivo x40. (B) Misma imagen que en A pero 
utilizando un filtro de FITC (fluorescein-isothiocyanate) para comprobar que la célula ha sido infectada con el 
Ad-GFP. (C) Miocitos ventriculares de rata infectados con Ad-GFP y observados con el objetivo x20. 
 
3.3. Técnicas de registro de la IK1 e INa ventriculares de rata 
 
El registro de las corrientes nativas en miocitos ventriculares de rata se realizaba de 
manera similar a como se ha explicado en el apartado 2.4 para el registro de corrientes en 
sistemas de expresión heterólogos. Todos los experimentos fueron realizados a temperatura 
ambiente. Las micropipetas empleadas en estos registros fueron obtenidas como se ha descrito 
en el apartado 2.4. Su resistencia, una vez rellenada con la solución interna y sumergida en la 
solución externa, era de 2-4 MΩ. El cálculo de la capacitancia, la resistencia de acceso y la 
impedancia de entrada a la célula se realizó como se ha descrito previamente para los sistemas 
de expresión heterólogos. En los miocitos ventriculares de rata infectados con el Ad-GFP los 
valores de la resistencia de acceso y la capacitancia celular fueron 2.0±0.8 MΩ y 83.6±4.2 pF 
(n=36), respectivamente, mientras que la amplitud media máxima (a -100 mV) de la IK1 y el 
pico de la amplitud máxima de INa fueron -1932±112 y -1039±107 pA, respectivamente. 
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Los voltajes se corrigieron según el LJP (Neher, 1992; Gómez y cols., 2009; Caballero y 
cols., 2010a). El LJP entre la pipeta y la solución externa fue de -12 mV para los registros de 
IK1 en miocitos ventriculares de rata. 
Como se ha mencionado para sistemas de expresión heterólogos, para minimizar los 
cambios en las propiedades tiempo y voltaje dependientes de la corriente INa, los registros se 
realizaron después de 20 minutos de establecer la configuración de célula entera. En estas 
condiciones, la amplitud de la corriente y la dependencia de voltaje de la activación e 
inactivación se mantenían estables durante el transcurso del experimento.  
 
3.4. Registro de la IK1 e INa ventriculares de rata: Soluciones y protocolos experimentales 
 
Para el registro de la IK1 en miocitos ventriculares de rata, la solución externa contenía (en 
mM): NaCl 120, KCl 20, CaCl2 1, MgCl2 1, HEPES 10, 4-aminopiridina 2, glucosa 10, y 
glibenclamida (10 µM) (ajustada a pH 7.4 con NaOH). A dicha solución se le añadía 
nifedipino (1 µM) y atropina (1 µM) para inhibir ICa,L e IK,ACh, respectivamente. Las 
micropipetas utilizadas para el registro se rellenaron con una solución interna cuya 
composición era igual a la utilizada para miocitos auriculares humanos (en mM): K-aspartato 
80, KCl 42, KH2PO4 10, Mg-ATP 5, fosfocreatina 3, HEPES 5 y EGTA 5 (ajustada a pH 7.2 
con KOH).  
En algunos experimentos, y para confirmar que la corriente registrada era IK1 se perfundía 
con una solución externa a la que se añadía BaCl2 (100 µM). En estas condiciones, se 
consideraba IK1 como la corriente sensible a BaCl2 y su amplitud a los diferentes voltajes 
estudiados se calculaba como la diferencia entre la corriente total, registrada con la solución 
externa carente de BaCl2, y la corriente registrada en presencia de BaCl2. 
Para el registro de la INa en miocitos ventriculares de rata, la solución externa contenía (en 
mM): NaCl 4, CsCl 133.5, CaCl2 1, MgCl2 1, CdCl2 0.1, HEPES 20, y glucosa 10 (ajustada a 
pH 7.4 con CsOH). Las micropipetas utilizadas para el registro se rellenaron con una solución 
interna cuya composición era (en mM): NaF 10, CsF 110, CsCl 20, HEPES 10, y EGTA 10 
(ajustada a pH 7.35 con CsOH). 
El protocolo para registrar la IK1 ventricular de rata consistió en pulsos de 250 ms en 
incrementos de 10 mV (desde un potencial de fijación de -40 mV) a potenciales entre -100 y 
+30 mV. Las relaciones I-V se obtuvieron representando la amplitud de la corriente medida al 
final del pulso en función del voltaje aplicado, en intervalos de 10 mV. 
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El protocolo para registrar la INa ventricular de rata consistió en pulsos de 50 ms en 
incrementos de 5 mV (desde un potencial de fijación de -120 mV) a potenciales entre -100 y 
+30 mV.  
En todos los experimentos, la amplitud de la corriente se normalizó a la capacitancia de la 
membrana para obtener la densidad de corriente.  
La IK1 y la INa se registraron utilizando una frecuencia de muestreo de 4 y 50 kHz 
respectivamente, se filtraron a la mitad de la frecuencia de muestreo y se guardaron en el 
disco duro de un ordenador para su posterior análisis. Los datos se analizaron usando el 
software pCLAMP (Molecular Devices).  
 
4. REGISTRO DE LA IK1 E INa EN MIOCITOS VENTRICULARES DE RATÓN 
 
4.1. Disociación enzimática de miocitos ventriculares de ratón 
 
El procedimiento mediante el cual se obtuvieron los corazones de ratón cumple con los 
principios descritos en la Guía para el cuidado y el manejo de animales de experimentación 
publicado por el Instituto Nacional de Salud de Estados Unidos (NIH Publication No. 85-23, 
Revisado en 1996) y fue aprobado por los Comités de Uso y Cuidado de Animales de la 
Universidad Complutense de Madrid y de la Universidad de Michigan.  
En este grupo de experimentos se utilizaron 4 grupos de ratones macho de la cepa 
C57BL/6 de la misma estirpe y de la misma edad (3-4 meses): ratones control o WT (N=3), 
ratones que sobreexpresaban el gen KCNJ2 de forma heterozigota (KCNJ2OE+/-) (N=3) (Li y 
cols., 2004), ratones knockout heterocigotos para el gen SCN5A (SCN5A+/-) (N=4) (Papadatos 
y cols., 2002) y ratones resultantes del cruzamiento de los dos grupos anteriores (KCNJ2OE+/-
-SCN5A+/-) (N=3).  
Los miocitos ventriculares se obtuvieron mediante disociación enzimática siguiendo un 
protocolo utilizado por el grupo dirigido por el Dr. José Jalife (Milstein y cols., 2012) y que 
fue adaptado a partir de lo descrito en estudios anteriores (Cerrone y cols., 2007). Los ratones 
fueron heparinizados (1.000 U/kg i.p.) y anestesiados con Avertin (tribromoetanol; 125–250 
mg/kg i.p.). Cuando los ratones no respondían a estímulos, se les abrió el torso y se extrajo el 
corazón. A continuación se conectó a un sistema Langendorff a través de la aorta y se 
perfundió retrógradamente con distintas soluciones oxigenadas y mantenidas a 37°C. En 
primer lugar, se perfundió con una solución carente de Ca2+ (0 Ca2+) cuya composición era 
(en mM): NaCl 113, KCl 4.7, MgSO4 1.2, Na2HPO4 0.6, KH2PO4 0.6, KHCO3 10, NaHCO3 
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12, HEPES 10, 2,3-butanediona monoxima 10, taurina 30, y glucosa 5.5. A continuación el 
corazón se perfundió durante 15 minutos con la misma solución suplementada con 0.25 
mg/mL colagenasa tipo II (Worthington), 0.14 mg/mL tripsina, y 12.5 μM CaCl2. Tras la 
digestión enzimática, se cortaron los ventrículos en pequeños fragmentos (≈1 mm3) que se 
agitaron durante 10 minutos en la solución 0 Ca2+ inicial. Los miocitos resultantes se 
centrifugaron y se resuspendieron en un tampón con 10% FBS y 12.5 μM CaCl2, en el cual se 
iba incrementando el Ca2+ progresivamente hasta llegar a 1 mM. Los miocitos se usaron para 
registros electrofisiológicos en las 8 horas siguientes.  
 
4.2. Técnicas de registro de la IK1 e INa ventriculares de ratón 
 
Los registros de las corrientes se realizaron a temperatura ambiente, utilizando la técnica 
de patch-clamp en configuración de célula entera y un amplificador MultiClamp 700B 
(Molecular Devices, USA). Las micropipetas empleadas en estos registros fueron obtenidas 
como se ha descrito en el apartado 2.4. Su resistencia, una vez se rellenaban con la solución 
interna y se sumergían en la solución externa, era inferior a 3.5 MΩ. En todos los 
experimentos, la resistencia de acceso se compensaba automáticamente utilizando la utilidad 
de compensación de la resistencia de acceso del amplificador, alcanzándose a una 
compensación de alrededor el 80%. El cálculo de la capacitancia, la resistencia de acceso y la 
impedancia de entrada a la célula se realizó como se ha descrito previamente para los sistemas 
de expresión heterólogos. Los valores de la resistencia de acceso sin compensar y la 
capacitancia celular fueron 2.0 ± 0.3 MΩ, y 155.4 ± 8.5 pF (n=65) respectivamente. En 
nuestras condiciones experimentales los errores de voltaje debidos a las resistencias en serie 
fueron mínimos (<5 mV). 
Además para minimizar los cambios en las propiedades tiempo y voltaje dependientes de 
la corriente INa, los registros se realizaron después de 20 minutos de establecer la 
configuración de célula entera. En estas condiciones, la amplitud de la corriente y la 
dependencia de voltaje de la activación e inactivación se mantenían estables durante el 
transcurso del experimento.  
 
4.3. Registro de la IK1 e INa: Soluciones y protocolos experimentales 
 
Para el registro de la INa en miocitos ventriculares de ratón, la solución externa contenía 
(en mM): NaCl 5, MgCl2 1, CaCl2 1, CdCl2 0.1, CsCl 132.5, HEPES 20, y glucosa 11 
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(ajustada a pH 7.35 con CsOH). Las micropipetas utilizadas para el registro se rellenaron con 
una solución interna cuya composición era (en mM): NaCl 5, CsF 135, EGTA 10, MgATP 5, 
y HEPES 5  (ajustada a pH 7.2 con CsOH).  
El protocolo para registrar la INa en miocitos ventriculares de ratón consistió en pulsos de 200 
ms desde un potencial de fijación de -120 mV a potenciales entre -100 y +30 mV en 
incrementos de 5 mV.  
Para el registro de la IK1 en miocitos ventriculares de ratón, la solución externa contenía 
(en mM): NaCl 143.4, NaH2PO4 0.4, MgCl2 1, KCl 10, CaCl2 1, HEPES 15, glucosa 5 y 
nifedipino (1 μM) (ajustada a pH 7.35 con NaOH). En algunos experimentos, se añadía BaCl2 
(1 mM) a la solución externa para aislar la IK1. En estas condiciones, se midió la IK1 como la 
corriente sensible a BaCl2. Su amplitud a los diferentes voltajes estudiados se calculaba como 
la diferencia entre la corriente total, registrada con la solución externa carente de BaCl2, y la 
corriente registrada en presencia de BaCl2. Las micropipetas utilizadas para el registro se 
rellenaron con una solución interna cuya composición era (mM): KCl 148, MgCl2 1, EGTA 5, 
HEPES 5, creatina 2, ATP 5, y fosfocreatina 5 (ajustada a pH 7.2 con KOH).  
El protocolo para registrar la IK1 en miocitos ventriculares de ratón consistió en pulsos de 400 
ms desde un potencial de fijación de -50 mV a potenciales entre -120 y +30 mV en 
incrementos de 10 mV.  
 
En todos los experimentos, la amplitud de la corriente se normalizó a la capacitancia de la 
membrana para obtener la densidad de corriente.  
La IK1 y la INa se registraron utilizando una frecuencia de muestreo de 4 y 50 kHz 
respectivamente, se filtraron a la mitad de la frecuencia de muestreo y se guardaron en el 
disco duro de un ordenador para su posterior análisis. Los datos se analizaron usando el 
software pCLAMP (Molecular Devices).  
 
5. REGISTRO DE LA IK1, INa Y PAs EN MIOCITOS DERIVADOS DE CÉLULAS 
MADRE PLURIPOTENTES INDUCIDAS HUMANAS (hiPSC). 
 
5.1. Obtención de los miocitos derivados de hiPSC   
 
Los miocitos derivados de células madre pluripotentes inducidas humanas (hiPSC-
CM) se obtuvieron a partir de la línea DF19-9-11T que fue originalmente diferenciada a partir 
de fibroblastos de donantes sanos. Para la desdiferenciación de los fibroblastos y la obtención 
 Material y Métodos 
 167
de las hiPSC se usaron vectores episomales que no se integran en el genoma (para evitar 
mutaciones). Tras eliminar el episoma, las hiPSC estaban libres de vectores y de secuencias 
de transgenes (Yu y cols., 2009). El uso de hiPSC y los miocitos (hiPSC-CM) que derivan de 
ellos se aprobó por el Comité Human Pluripotent Stem Cell Research Oversight (HPSCRO) 
de la Universidad de Michigan (USA).  
 
5.2. Diferenciación, cultivo e infección de los miocitos derivados de hiPSC 
 
Las hiPSC obtenidas a partir de la línea DF19-9-11T se sembraron en cubre objetos de 
polidimetilsiloxano (PDMS) estériles previamente cubiertos con matrigel (500 μg/mL; BD 
Biosciences, San Jose, CA) para la diferenciación cardiaca dirigida, como se ha descrito 
previamente (Herron y cols., 2016). El medio para la diferenciación (EB-20) contenía 80% 
DMEM (Dulbecco´s Modified Eagle Médium)/F12, 0.1 mM β-mercaptoetanol, 20% FBS, y 
10 μM blebistatina. El protocolo de diferenciación se ha descrito previamente (Caballero y 
cols., 2017) y consiste en la incubación durante 7 días de distintos fármacos (small molecule 
protocol) que favorecen la diferenciación de las hiPSC a miocitos cardiacos.  Treinta días 
después del inicio del proceso de diferenciación, las células se purificaron usando el kit 
comercial Mitenyi Biotec (PSC-Derived Cardiomyocyte Isolation Kit, human) y se cultivaron 
de nuevo en cubre objetos de PDMS cubiertos con matrigel (Herron y cols., 2016). Una 
semana después, las células ya estaban maduras y listas para ser infectadas con las 
construcciones adenovirales que codificaban para el canal Nav1.5 WT o el mutante p.G1748D 
que se han descrito en el apartado 3.2.  
Para los miocitos derivados de hiPSC, la MOI fue de 10 para Ad-Nav1.5 y 10 para Ad-
p.G1748D. Se utilizó el mismo stock adenoviral en todos los experimentos para eliminar 
variables que afectaran a los resultados. Las corrientes se registraron 48 horas después de la 
infección. Los miocitos infectados con las construcciones virales se identificaron mediante la 
fluorescencia emitida por el GFP utilizando un microscopio de fluorescencia  (Nikon Eclipse 
TE2000S, Nikon).  
 
5.3. Técnicas de registro de la IK1, INa y PAs en hiPSC-CM 
 
Tanto las corrientes y los potenciales de acción se registraron 72 horas después de la 
infección (Nikon Eclipse Ti, Nikon). Los registros de corrientes y de potenciales de acción se 
hicieron a temperatura ambiente y a 35ºC respectivamente, utilizando la técnica de patch-
 Material y Métodos 
 168
clamp en configuración de célula entera y un amplificador MultiClamp 700B (Molecular 
Devices, USA). Las micropipetas empleadas en estos registros fueron obtenidas como se ha 
descrito en el apartado 2.4. Su resistencia, una vez se rellenaban con la solución interna y se 
sumergían en la solución externa, era inferior a 3.5 MΩ para el registro de las corrientes y 
entre 4 y 6 MΩ para el registro de PAs. El cálculo de la capacitancia, la resistencia de acceso 
y la impedancia de entrada a la célula se realizó como se ha descrito previamente para los 
sistemas de expresión heterólogos. En los miocitos derivados de hiPSC los valores de la 
resistencia de acceso y la capacitancia celular fueron de 2.7 ± 0.3 pF y 70.2 ± 6.9 MΩ, 
respectivamente (n=48). El resto de condiciones experimentales utilizadas para el registro de 
la INa y la IK1 fueron idénticas a las descritas en apartados anteriores.  
 
5.4. Registro de la IK1, INa y PAs: Soluciones y protocolos experimentales 
 
Para el registro de la INa en miocitos derivados de hiPSC, la solución externa contenía (en 
mM): NaCl 50, MgCl2 1, CaCl2 1.8, CdCl2 0.1, CsCl 102.5, HEPES 20, y glucosa 11 
(ajustada a pH 7.35 con CsOH). Las micropipetas utilizadas para el registro se rellenaron con 
una solución interna cuya composición era (en mM): NaCl 5, CsF 135, EGTA 10, Mg-ATP 5, 
y HEPES 5 (ajustada a pH 7.2 con CsOH).  
El protocolo para registrar la INa de miocitos derivados de hiPSC consistió en pulsos de 100 
ms desde un potencial de fijación de -160 mV a potenciales entre -80 y +45 mV en 
incrementos de 5 mV.  
Para el registro de la IK1 en miocitos derivados de hiPSC, la solución externa contenía 
(en mM): NaCl 148, MgCl2 1, CaCl2 1.8, KCl 5.4, NaH2PO4 0.4, HEPES 15, glucosa 11 y 
nifedipino (5 μM) para inhibir ICa,L (ajustada a pH 7.35 con NaOH). Las micropipetas 
utilizadas para el registro se rellenaron con una solución interna cuya composición era (mM): 
KCl 148, MgCl2 1, EGTA 5, Creatina 2, Mg-ATP 5, fosfocreatina 5, y HEPES 5 (ajustada a 
pH 7.2 con KOH).  
El protocolo para registrar la IK1 en miocitos derivados de hiPSC consistió en pulsos de 500 
ms desde un potencial de fijación de -50 mV a potenciales entre -120 y +40 mV en 
incrementos de 10 mV. Las relaciones I-V se obtuvieron representando la amplitud de la 
corriente medida al final del pulso en función del potencial del pulso aplicado en función del 
voltaje aplicado.  
El LJP entre la pipeta y la solución externa fue de -4.3 mV para los registros de IK1 en 
miocitos derivados de hiPSC. 
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En todos los experimentos, la amplitud de la corriente se normalizó a la capacitancia de la 
membrana para obtener la densidad de corriente.  
Tanto la IK1 como la INa se registraron utilizando una frecuencia de muestreo de 4 y 50 
kHz respectivamente, se filtraron a la mitad de la frecuencia de muestreo y se guardaron en el 
disco duro de un ordenador para su posterior análisis. Los datos se analizaron usando el 
software pCLAMP (Molecular Devices).  
 
Para el registro de los PAs, la solución externa contenía (mM): NaCl 148, NaH2PO4 0.4, 
MgCl2 1, glucosa 5.5, KCl 5.4, HEPES 15, y CaCl2 1.8 (ajustada a pH 7.4 con NaOH). Las 
micropipetas utilizadas para el registro se rellenaron con una solución interna cuya 
composición era (mM): KCl 150, K2ATP 4.46, fosfocreatina 5, HEPES 5, EGTA 1, MgCl2 1, 
y ácido 2β-hydroxybutírico (ajustada a pH 7.2 con KOH) (Herron y cols., 2016).  
Las células se estimularon a 0.5-2 Hz utilizando pulsos cuadrados con una amplitud de 30-50 
pA y una duración de 4 ms, generados por un simulador digital DS8000 (World Precision 
Instruments, USA). En todos los casos se midieron los siguientes parámetros que caracterizan 
a los PAs cardiacos: PR, amplitud del PA, velocidad máxima de despolarización (Vmax), y la 
duración del potencial medida al 20%, 50% o 90% de la repolarización.  
 
6. EXPERIMENTOS DE WESTERN BLOT  
 
6.1. Extracción proteica de células CHO transfectadas 
 
Las células CHO se transfectaron utilizando los procedimientos descritos en el apartado 
2.1. Tras 24 horas (para los estudios de silenciamiento), las células se lavaron con PBS frío 
(3x) y se lisaron incubándolas con tampón radioimmunoprecipitation assay (tampón RIPA) 
frío, cuya composición era 50 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 0.1% SDS, 
0.5% desoxicolato y una mezcla de inhibidores de proteasas P2714 (Sigma), durante 30 
minutos a 4ºC para dejar actuar el tampón. Los núcleos y restos celulares se eliminaron 
mediante centrifugación a 14,000 rpm durante 20 minutos a 4°C y el sobrenadante se utilizó 
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6.2. Cuantificación de proteínas 
 
Para cuantificar la proteína, se utilizó el método BCA (Thermo Scientific, Pierce) 
siguiendo las instrucciones del proveedor. El ácido bicinconínico (BCA), es un compuesto 
capaz de formar un complejo púrpura intenso con iones Cu1+ en medio alcalino. Este reactivo 
forma la base de un método analítico capaz de monitorizar el ión cuproso producido en una 
reacción entre las proteínas con Cu2+  en medio alcalino (reacción de Biuret).  
Básicamente consistió en preparar distintas diluciones de las muestras junto con los 
reactivos A y B del kit, y, tras 30 minutos a 37ºC, leer la absorbancia a 562 nm. Con los datos 
obtenidos se construyó una curva patrón con las distintas concentraciones conocidas de BSA 
frente a los valores obtenidos de la absorbancia, que permitió cuantificar la cantidad de 
proteína presente en las muestras objeto de estudio mediante extrapolación. 
 
6.3. Electroforesis en geles de poliacrilamida, transferencia de proteínas a membrana e 
inmunodetección 
 
Las muestras se cargaron en geles comerciales TGX stain free™ (Bio-Rad, USA) del 10% 
y se sometieron a electroforesis SDS-PAGE (Laemmli, 1970) a voltaje de 200 y 300 V. Una 
vez finalizada la electroforesis, se llevó a cabo la transferencia rápida (Bio-Rad, USA) durante 
15 minutos a 25 V del gel a una membrana de nitrocelulosa.  
A continuación, para evitar la unión inespecífica del los anticuerpos primarios a la 
membrana, ésta se bloqueó durante 1 hora a temperatura ambiente en agitación con PBS 
suplementado con Tween al 0,05% (PBS-T) y leche desnatada liofilizada al 5% para, 
seguidamente, incubar con el anticuerpo primario (diluido en tampón de bloqueo con leche 
desnatada al 5%) a 4ºC y agitación constante durante toda la noche. Tras lavar la membrana 3 
veces x 7 minutos con tampón PBS-T, se incubó con el anticuerpo secundario acoplado a 
peroxidasa de rábano (HRP) (1:10000, Jackson ImmunoResearch, USA) para la detección de 
las proteínas en los lisados. Finalizada la incubación de 1 hora con el anticuerpo secundario, 
se realizaron tres lavados de 5 minutos en PBS-T 0,05% para, a continuación, detectar las 
proteínas mediante quimioluminiscencia potenciada  (ECL, General Electric Healthcare, 
USA). Se utilizó un equipo de imagen Chemidoc MP System y el software Image Lab 5.2.1 
(Bio-Rad, USA) para el análisis densitométrico de las imágenes. Para asegurar la carga 
equitativa de proteína en los western blot de silenciamiento de GRASP55 en células CHO, se 
determinó la expresión de GAPDH.  
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7. MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA 
 
7.1. Experimentos de inmunocitoquímica 
 
La inmunocitoquímica se hizo en miocitos ventriculares de rata disociados 
enzimáticamente obtenidos de 3 ratas adultas siguiendo el procedimiento que utiliza el 
laboratorio dirigido por el Dr. Jalife (Milstein y cols., 2012). Las células se fijaron en PBS al 
4% de paraformaldehido (PFA), y se bloquearon en PBS con suero de burro (Abcam, Reino 
Unido) al 10% y Triton-X100 (NDS, detergente neutro soluble) al 0.1% durante 1 hora a 
temperatura ambiente. La incubación con los anticuerpos primarios (ver concentraciones en 
apartado 9.1) se realizó en PBS con suero de burro al 10% y NDS al 5% a 4°C durante toda la 
noche. Al día siguiente, tras lavar el exceso de anticuerpo primario (3 lavados de 10 minutos 
con PBS al 0.1% de NDS), las células se incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente 
con el anticuerpo secundario (ver apartado 9.1) en PBS con suero de burro al 3% y NDS al 
5%. Los cubreobjetos se lavaron finalmente en PBS-T (3 lavados de 10 minutos) y PBS (1 
lavado de 10 minutos) en oscuridad y montados en porta objetos con medio de montaje 
ProLong Gold Antifade (Invitrogen, USA) para preservar la fluorescencia de la muestra 
durante más tiempo. Las preparaciones se analizaron por microscopía confocal, con el 
microscopio Nikon A1R (Nikon Instruments Inc, Melville, NY) mediante la luz proveniente 
de una lámpara de mercurio a través de un objetivo de 100 aumentos, empleando un filtro 
para rodamina (TRITC, tetramethylrhodamine isothiocyanate) tanto en el caso de Cy3 como 
de Alexa 594, y un filtro FITC en el caso de Cy2 y de Alexa 488. Para verificar la 
especificidad de la reacción inmunocitoquímica se realizaron controles en ausencia de 
anticuerpos primarios. El tratamiento y análisis de las imágenes se realizó mediante el 
programa informático Image J (NIH, National Institutes of Health, USA), asignando el color 
rojo a la imagen tomada con el filtro TRITC y el color verde a la imagen adquirida con el 
filtro FITC. 
Para detectar el sitio de retención intracelular de los mutantes del canal Nav1.5, se 
utilizaron células COS-7 crecidas en medio DMEM suplementado con 10% de suero fetal 
bovino a 37°C en una atmósfera de CO2 al 5%. Las células se transfectaron transitoriamente 
con los canales mutantes p.D1690N-GFP o p.G1748D-GFP (0.5 ug) y con el marcador del 
Golgi mCherry-Golgi-7 (Addgene) (0.5 ug) mediante Fugene XtremeGENE como ya hemos 
descrito para las células CHO durante 24 horas a 37°C. Posteriormente las células se 
tripsinizaron e incubaron en cubreobjetos a baja densidad (100.000 células/placa p35). Tras 
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24 horas, los cubreobjetos se transfirieron a placas multipocillos, se lavaron dos veces con 
PBS y se fijaron en 2% PFA/PBS (2 minutos) seguido de metanol frío (-20ºC, 10 minutos). 
Para detectar la calnexina, las células se bloquearon con 0.2M de Glicina pH 8.0 durante 5 
minutos, y 0.5% BSA/PBS durante 30 minutos. La incubación con el anticuerpo primario 
anti-Calnexina-CT 1:200 (StressMarq) diluido en PBS se hizo toda la noche a 4ºC o durante 2 
horas a 37ºC. Tras tres lavados, las células se incubaron durante 1 hora con el anticuerpo 
secundario anti-rabbit Alexa-647 1:500 (ThermoFischer) en PBS, y 5 minutos con 4',6-
Diamidino-2-phenylindole dihydrochloride (DAPI) 1:5.000 (Merck). Los cubreobjetos se 
montaron en porta objetos con medio de montaje Mowiol. El microscopio de fluorescencia 
utilizado fue Zeiss AxioVert 200M equipado con los objetivos 40X Plan Neofluar NA 1.3 o 
63X PlanApo NA 1.4, fuente de luz CoolLED pE-4000, cámara Coolsnap FX mono y el 
software MetaMorph. El tratamiento y análisis de las imágenes se realizó mediante el 
programa informático Image J (NIH, National Institutes of Health, USA). 
 
7.2. Determinación de la expresión de Kir2.1 y Nav1.5 en membrana 
 
Para confirmar que la cotransfección de estos dos canales conllevaba un aumento de su 
expresión en la membrana celular respecto a la expresión en membrana al transfectar cada 
canal individualmente, se decidió construir varias quimeras de los canales unidas a proteínas 
fluorescentes y así poder analizar los resultados mediante microscopía confocal. 
 
7.2.1. Construcción de quimeras 
 
El canal Kir2.1 se subclonó entre los sitios de corte de las enzimas de restricción EcoRI y 
XhoI del vector pcDNA3.1(+), para posteriormente subclonar cp173Venus, una proteína 
fluorescente amarilla (YFP) mejorada y modificada por permutación circular en el 
aminoácido 173 (Rekas y cols., 2002; Nagai y cols., 2004), entre los sitios NheI y AflII del 
mismo plásmido, y así obtener la quimera cp173Venus-Kir2.1. La secuencia que conectaba el 
fluoróforo cp173Venus y la proteína Kir2.1, de 93 pares de bases, era 
YPLSLVPSSDPQSSVVEFDSKAEALESPAEA. En este caso la proteína fluorescente fue 
insertada antes del extremo N-terminal de Kir2.1, Figura III.6.A. Por otro lado el canal 
Nav1.5 se subclonó en el sitio de restricción HindIII de pcDNA3.1(+) y posteriormente se 
insertó mTq2 (monomeric Turquoise 2) (Goedhart y cols., 2012), una variante más brillante 
de la proteína fluorescente cian (CFP) entre los sitios NheI y AflII o entre NotI y XbaI en el 
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mismo plásmido obteniendo, por un lado, la quimera mTq2-Nav1.5 (proteína fluorescente 
insertada antes del extremo N-terminal de Nav1.5, Figura III.5.B) y por otro, Nav1.5-mTq2 
(proteína fluorescente insertada después del extremo C-terminal de Nav1.5, Figura III.5.C). 
La secuencia que conectaba el fluoróforo mTq2 y el extremo N-terminal de la proteína 
Nav1.5, de 18 pares de bases, era YLKLT; mientras que la secuencia conectora entre el 
extremo C-terminal de la proteína Nav1.5 y el fluóroforo mTq2 era 
WKAWYRARIHASSVVEFCRYPAQWRPLET. Todas las construcciones fueron 
confirmadas por secuenciación. Es importante destacar que la expresión de los tres canales en 
células CHO daba lugar a corrientes iónicas con idénticas características que las generadas 
por los canales sin las sondas fluorescentes. 
 
 
Figura III.5. Quimeras canal-proteína fluorescente. (A) cp173Venus-Kir2.1 (cp173Venus, en amarillo, 
insertado antes del extremo N-terminal de Kir2.1). (B) mTq2-Nav1.5 (mTq2, en cian, insertado antes del 




7.2.2 Cultivo, transfección y fijación de células HEK293 
 
Tanto el cultivo, transfección, fijación y posterior análisis mediante microscopía confocal 
fueron llevados a cabo en el laboratorio del Dr. Francisco Javier Díez Guerra (CBMSO, 
Centro de Biología Molecular Severo Ochoa, Cantoblanco, UAM). Las células embrionarias 
de riñón humano 293 (HEK293) se cultivaron en placas de 60 mm de diámetro con medio 
DMEM complementado con suero fetal bovino al 10% y una mezcla de antibióticos (100 
U/mL de penicilina y 100 µg/ml de estreptomicina). Esta línea celular se mantuvo a 37ºC en 
una atmósfera de CO2 al 5% y se pasaron cada 4-5 días mediante un breve tratamiento con 
tripsina (0.5 mg/ml) (Caballero y cols., 2010a; Amorós y cols., 2013; Gómez y cols., 2014). 
 
Para el estudio mediante microscopía confocal de la expresión de los canales Kir2.1 y 
Nav1.5 en la membrana plasmática, las células HEK293 se transfectaron de forma transitoria 
con el vector de expresión que contenía el gen de cp173Venus-Kir2.1 (1.6 µg) solo o junto 
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con el canal Nav1.5-mTq2 o mTq2-Nav1.5 (1.6 µg) (ver apartado 6.3.1). Para realizar la 
transfección se utilizó el método del XtremeGENE HP (Roche Diagnostics, Barcelona, 
España), procedimiento que ha sido descrito en detalle en el apartado 2.2. Pasadas 24 horas 
después de la transfección, las células se levantaron mediante un leve tratamiento con tripsina 
(0.5 mg/ml) y se sembraron entre 100000 - 250000 células en cada cubreobjetos previamente 
tratados con poli-lisina (0.01 mg/ml). En estas condiciones, se incubaron las células a 37ºC en 
una atmósfera de CO2 al 5% otras 24 horas más antes de llevar a cabo la fijación.  
 
La fijación de las células se llevó a cabo 48 horas después de la transfección con PFA al 
4% durante 10 minutos a temperatura ambiente (Broussard y cols., 2013). Una vez fijadas las 
células se lavaron los cubreobjetos 3 veces con PBS y se montaron sobre portaobjetos 
utilizando medio de montaje ProLong Gold Antifade (Invitrogen, USA). Las muestras se 
guardaron a 4ºC en oscuridad para su posterior análisis mediante microscopía confocal. 
 
7.2.3 Microscopía confocal y análisis de imagen 
 
Las preparaciones se analizaron mediante microscopía confocal, con un microscopio de 
barrido láser confocal y multifotón LSM710 (Zeiss, Alemania) a través de objetivos de 
inmersión de 40 y 63 aumentos, empleando un filtro para mTq2 (CFP) (λex = 405 nm; λem = 
454-568 nm) y otro filtro para cp173Venus (YFP) (λex = 514 nm; λem = 516-621 nm). Las 
líneas láser fueron proporcionadas mediante un diodo a 405 nm y mediante una lámpara de 
argón a 514nm para mTq2 y cp173Venus, respectivamente. El tratamiento y análisis de las 
imágenes se realizó mediante el programa informático Image J, asignando el color cian a 
mTq2-Nav1.5 y Nav1.5-mTq2, y el amarillo a cp173Venus-Kir2.1. 
 
8. RECUPERACIÓN DE FLUORESCENCIA POSTERIOR AL FOTO-
BLANQUEAMIENTO (FRAP) 
El método FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaching) consiste en el 
análisis de la recuperación, tras su extinción mediante luz láser (Photobleaching), de la señal 
fluorescente emitida por un fluoróforo unido a una proteína de interés. La señal fluorescente 
irá recuperándose de forma gradual a medida que nuevas proteínas unidas a fluoróforos 
intactos vayan llegando a la región en la cual se ha anulado la señal fluorescente de las 
proteínas que residían en ella. Por tanto, este tipo de experimentos permite analizar la 
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dinámica intracelular de proteínas. Para ello, se transfectaron células COS-7 de forma 
transitoria con el vector de expresión que contenía el ADNc que codifica para el canal Nav1.5 
unido al fluoróforo mTq2 en el N-terminal (0.5 µg) o el canal Kir2.1 unido al fluoróforo 
cp173Venus en el N-terminal (0.5 µg), o bien ambos canales juntos (0.5:0.5 µg). Para la 
transfección se utilizó el método del XtremeGENE HP (Roche Diagnostics, Barcelona, 
España) tal y como se describió para las células CHO (ver apartado 2.2). Pasadas  48 horas, se 
sembraron 50.000 células en placas p-36 MatTek Corporation Glass Bottom Cultured 
Dished® (especiales para la pletina del microscopio) al menos 5 horas antes de su la 
visualización in vivo y a una temperatura (37ºC) y humedad controladas (Okolab). Una vez 
asentadas las células, se cambió el medio de cultivo por solución salina de Hank´s cuya 
composición era (en mM): NaCl 137, KCl 5.3, Na2HPO4 0.35, D-glucosa 0.6% (w/v), 
KH2PO4 0.45, CaCl2 1.25, MgSO4 0.8, NaHCO3 1, Piruvato Sódico 1 y Hepes 10, ajustada a 
pH 7.3. Los experimentos se realizaron en un microscopio confocal A1R+ de alta velocidad 
de adquisición y sensibilidad (Nikon) acoplado a un microscopio invertido modelo Eclipse Ti-
E con un objetivo de 40x/1.3 con perfect focus system y se usó el software NIS Elements.  
En cada célula analizada se seleccionaron dos regiones de interés (ROI) cilíndricas de 
5 µm de diámetro y de 1 µm  de espesor. Las ROIs estaban debidamente separadas entre sí y 
colocadas en el espacio citoplasmático evitando incluir el núcleo y la membrana 
citoplasmática. En una célula próxima se seleccionaba una ROI de idénticas características en 
la que no se extinguía la fluorescencia y servía para el control de la disminución espontánea 
de la fluorescencia con el tiempo, disminución que luego se sustraía en las células problema. 
El protocolo utilizado consistió en la obtención de 6 imágenes cada 10 segundos como control 
previo a la extinción. Para el aclarado, se usó un láser diodo que emitía a una longitud de onda 
de 445 nm para extinguir el fluoróforo mTq2 o a 514 nm para extinguir el fluoróforo 
cp173Venus a una intensidad del 25% de la intensidad máxima, en 7 iteraciones alternativas 
de iluminación, durante un total de 28 segundos. Tras el aclarado, se tomó una imagen cada 
10 segundos durante 15 minutos para determinar la cinética y la intensidad de la recuperación 
de fluorescencia. Para el análisis, los valores medios de intensidad de las ROIs se obtuvieron 
con el programa Fiji/Image J (Schindelin y cols., 2012). La sustracción de la señal de 
fluorescencia basal (fondo), y la normalización con la ROI de referencia se hicieron mediante 
el programa EasyFRAP (Matlab) (ccl.med.upatras.gr/easyfrap.html) (Rapsomaniki y cols., 
2012). Para el análisis de la cinética e intensidad (fracción móvil) de la recuperación de la 
fluorescencia se utilizó el programa Origin (OriginLab Corporation, USA). Se ajustó una 
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función monoexponencial a los valores normalizados de intensidad de fluorescencia en 
función del tiempo, lo que permitió obtener la constante de tiempo de recuperación de la 
fluorescencia en cada condición experimental. La fracción móvil se calculó como la media de 
la intensidad de fluorescencia registrada durante el último minuto de cada experimento.  
 




En el análisis de la expresión de GRASP55 por western blot se utilizó la GAPDH como 
control de carga y para ello se determinó la expresión de la GAPDH usando el anticuerpo 
anti-GAPDH de ratón (1:100000, Sigma). El anticuerpo anti-GRASP55 de conejo (1:200, 
Abcam, Reino Unido) se usó como anticuerpo primario para la detección específica de la 
expresión proteica en células control o con GRASP55 silenciado. El anticuerpo Anti-IgG de 
ratón unido a HRP (1:10000, Jackson ImmunoResearch), y el anticuerpo Anti-IgG de conejo 
unido a HRP (1:10000, Jackson ImmunoResearch) se usaron como anticuerpos secundarios.  
 
Para los experimentos de inmunocitoquímica los anticuerpos primarios usados fueron: 
anti-Nav1.5 de conejo (1:50, Alomone, Israel), anti-α1-sintrofina de conejo (1:50, Sigma) y 
anti-Kir2.1 de ratón (1:100, Neuromab, USA) mientras que los anticuerpos secundarios 
utilizados fueron: Alexa Fluor Anti-IgG de ratón generado en burro y Alexa Fluor Anti-IgG 
de conejo generado en burro (longitud de onda de excitación 488 o 594 nm) (1:500, Jackson 
ImmunoResearch).  
 
9.2. Compuestos y otros plásmidos 
 
Para localizar donde se quedaban retenidos los distintos mutantes del canal Nav1.5, se 
utilizaron varias estrategias que rescatan a mutantes retenidos en el RE, tales como una 
disminución de la temperatura de incubación. Para ello, se mantuvieron las células (a las 24 
horas de transfectarlas) a 25°C otras 24 horas antes de realizar los experimentos de 
electrofisiología. En otro grupo de experimentos se incubaron las células transfectadas con 4-
fenilbutirato (Sigma), que actúa como chaperona química del canal Nav1.5, a una 
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concentración final en placa de 5 mM, durante 24 horas antes de realizar los experimentos de 
electrofisiología (Dolz-Gaitón y cols., 2013).  
 
Además, se utilizo un plásmido que codificaba para MOG-1. El vector de expresión 
pCMV6-AC-GFP con el ADNc de MOG-1 unido a GFP fue suministrado por Origene 
(Origene, USA).  
 
10. ANÁLISIS ESTADÍSTICO DE LOS RESULTADOS  
 
En cada serie homogénea de experimentos se calculó la media, la desviación estándar 
(DE) y el error estándar de la media (EEM). Los datos que aparecen en las distintas tablas y 
representaciones gráficas de esta Tesis Doctoral se expresan como la media±EEM para un 
determinado número (n) de experimentos. Para las comparaciones entre diferentes grupos, la 
prueba t de Student no pareada o el análisis de la varianza (ANOVA) de una vía, seguido de 
un test de Newman-Keuls. En muestras de pequeño tamaño (n<15), la significancia estadística 
fue confirmada utilizando tests no paramétricos. Las comparaciones entre variables 
categóricas fueron hechas usando la prueba Z. Para tener en cuenta la evaluación de muestras 
repetidas, los datos fueron analizados con modelos multinivel de efectos mixtos. Se 
consideraron como significativas aquellas diferencias para las que el valor de P resultó ser 
menor de 0.05. 
Para la realización del análisis estadístico y la composición de las figuras que ilustran esta 
Tesis Doctoral se emplearon la aplicación CLAMPFIT del paquete informático PCLAMP 
(v9.0) (Molecular Devices), las aplicaciones Excel y PowerPoint del paquete informático 
Microsoft Office 2000 (Microsoft Corporation, Redmond, WA, EEUU) y el programa Prism 









































































 Los resultados de la presente Tesis Doctoral se han dividido en tres apartados. En el 
primero de ellos se demuestra que la modulación recíproca positiva entre IK1 e INa se asocia a 
una colocalización/interacción entre los canales cardiacos Kir2.1 y Nav1.5. En el segundo 
apartado, se describen y analizan los efectos de mutantes del canal Nav1.5 con déficit de 
función, sobre la modulación recíproca positiva IK1-INa en varios modelos celulares. Por 
último, en el tercer apartado, se analiza el mecanismo responsable del diferente 
comportamiento de las distintas mutaciones del canal Nav1.5 estudiadas. 
 
1. LA MODULACIÓN POSITIVA ENTRE CANALES Kir2.1 Y Nav1.5 CARDIACOS 
SE DEBE A UNA INTERACCIÓN ENTRE AMBOS 
 
1.1. Identificación mediante microscopía confocal de la colocalización de los canales 
Kir2.1 y Nav1.5  
 
Recientemente se ha demostrado que existe una modulación recíproca positiva del 
nivel de expresión de los canales Nav1.5 y Kir2.1/Kir2.2 (Milstein y cols., 2012; Matamoros 
y cols., 2016). De esta forma la presencia conjunta de canales Nav1.5 con canales 
Kir2.1/Kir2.2 produce un aumento de la corriente generada por los canales Nav1.5 (INav1.5) y 
viceversa. En la presente Tesis Doctoral analizamos si esta relación funcional entre ambos 
canales implica una relación más o menos estrecha de los mismos en la membrana celular. 
Para ello, en primer lugar, recurrimos a la microscopía confocal. Como se ha descrito 
detalladamente en el apartado de Métodos se obtuvieron mediante técnicas de sublonaje un 
constructo en el cual el canal Kir2.1 se unía a un fluoróforo amarillo denominado venus, y 
otro constructo en el que el canal Nav1.5 se unió a un fluoróforo que emite luz turquesa 
(monomeric Turquoise 2, mTq2). En ambos casos los fluoróforos fueron insertados antes del 
extremo N-terminal de los canales. 
A continuación, se transfectaron células CHO, que carecen de canales en la 
membrana, con los plásmidos de ADNc que codificaban para cada uno de los constructos por 
separado y un tercer lote fue cotransfectado con ambos plásmidos simultáneamente. En la 
Figura IV.1A se observan imágenes de fluorescencia obtenidas en células con el canal 
Nav1.5-mTq2 (405 nm) y el canal Kir2.1-venus (514 nm). En los paneles intermedios de la 
Figura IV.1A se observa que en células CHO los canales Kir2.1 se expresan 





proteínas en vesículas citoplasmáticas. Sin embargo, el canal Nav1.5 debido a su gran tamaño 
y complejidad tendía a acumularse en estructuras vesiculares (Figura IV.1A panel izquierdo). 
Esta acumulación eclipsaba la emisión de los canales localizados en la membrana cuya 
identificación se dificultaba más si disminuíamos la cantidad de plásmido con la cual se 
transfectaban las células. A pesar de esta dificultad metodológica en la mayoría de células 
cotransfectadas se podían localizar zonas de la membrana plasmática en la que se identificaba 





Figura IV.1.  Microscopía de fluorescencia en células CHO cotransfectadas con los canales Nav1.5 -fusionados 
a mTq2 (monomeric Turquoise 2), una variante más brillante de la proteína fluorescente turquesa insertada antes 
del extremo N-terminal de Nav1.5- y los canales Kir2.1 –fusionados a cp173Venus, una proteína fluorescente 
amarilla (YFP) mejorada y modificada por permutación circular en el aminoácido 173 para obtener la quimera 
cp173Venus-Kir2.1 (también insertada antes del extremo N-terminal de Kir2.1). El fluoróforo  mTq2 se observa 
a una longitud de onda de 405 nm y Venus a 514 nm. El panel izquierdo representa las dos imágenes 
fluorescentes superpuestas (merge). (B) Corte longitudinal de una célula donde se observan que los picos de 
intensidad de ambos coinciden en la región de la membrana celular. 
 
Es importante destacar, que los canales Nav1.5-mTq2 eran perfectamente funcionales 








estuvieran presentes en la misma, puesto que generaban corrientes (INav1.5) idénticas, tanto en 
densidad como características electrofisiológicas, a las generadas por los canales no asociados 
al fluoróforo (Figura IV.2).  En la Figura IV.1B se observa un perfil de un corte transversal de  
la célula mostrada en el Panel A donde se aprecia que la fluorescencia emitida por ambos 
























































Figura IV.2. Los canales mtq2-Nav1.5 transfectados en células CHO trafican a membrana y son 
funcionales. (A) Familia de trazos de INav1.5 en células CHO transfectadas con el canal Nav1.5 fusionado al 
fluoróforo mtq2 (1.6 µg). (B) Relaciones I-V para INav1.5 registrado en células CHO que expresaban el canal 
Nav1.5 fusionado al fluoróforo mtq2.  
 
1.2. Colocalización de los canales Kir2.1 con Nav1.5 en miocitos ventriculares de rata 
 
Dadas las limitaciones que presenta la identificación de los canales Nav1.5 en sistemas 
de transfección heterólogos, recurrimos a la localización de los canales Nav1.5 y Kir2.1 por 
técnicas inmunocitoquímicas en células cardiacas. En los experimentos se  utilizaron miocitos 
de rata disociados enzimáticamente, identificándose mediante los anticuerpos específicos los 
canales Nav1.5 y Kir2.1. Tras la tinción de ambos canales para inmunofluorescencia, los 
miocitos se observaron en cortes Z con un microscopio confocal (ver apartado 7.1. de 







Figura IV.3. Análisis inmunocitoquímico y colocalización de los canales Kir2.1 (verde) y Nav1.5 (rojo) en 
miocitos ventriculares disociados de ratas adultas. Se observa un patrón de tinción indicativo de distribución 
t-tubular. Los núcleos se tiñeron con DAPI. La imagen en blanco y negro (DIC) en contraste de fases muestra la 
morfología fusiforme de un miocito fijado donde se aprecian las estriaciones. Escala 10 µm. 
 
 Como se observa en la Figura IV.3, los canales Kir2.1 (señal verde, panel superior izquierdo) 
se localizan en las estriaciones de la membrana, así como en las membranas laterales del 
miocito. Sin embargo, no parecen concentrarse en los extremos del mismo dónde se 
encuentran los discos intercalares. Los discos intercalares forman parte de las uniones 
estrechas (gap junctions) que comunican eléctricamente unos miocitos con otros 
longitudinalmente. Por su parte, los canales Nav1.5 (señal roja panel superior derecho) se 
localizan además de en las membranas laterales y en las estriaciones celulares, en los discos 
intercalares. Estos resultados concuerdan con los descritos previamente por otros autores 
(Petitprez y cols., 2011; Sato y cols., 2011; Shy y cols., 2013). Como se puede observar en el 
panel inferior izquierdo, los canales Kir2.1 y Nav1.5 se colocalizan fundamentalmente en las 
estriaciones de los miocitos y en las membranas laterales. El panel inferior derecho de la 
Figura IV.3 se muestra una fotografía tomada mediante microscopía de contraste diferencial 
de interferencia que demuestra que la morfología de los miocitos no se veía afectada con su 
cultivo y tinción. Se puede apreciar su forma rectangular y las estriaciones propias de los 





Como se ha mencionado, nuestros resultados previos demostraron que para que se produjera 
la modulación recíproca positiva entre los canales Kir2.1/2.2 y Nav1.5 era necesaria la unión 
de dichos canales a la α1-sintrofina. De hecho, los canales Kir2.3 que no pueden unirse a α1-
sintrofina no aumentan la INav1.5 cuando son cotransfectados con canales Nav1.5 (Matamoros 
y cols., 2016). Por tanto, decidimos analizar mediante inmunofluorescencia si la α1-sintrofina 
colocalizaba también con los canales Kir2.1. Para ello, en primer lugar se identificó la 
presencia de α1-sintrofina, de nuevo en miocitos ventriculares de rata, utilizando anticuerpos 
específicos frente a α1-sintrofina. Como puede verse en la Figura IV.4A (panel superior 
izquierdo) la α1-sintrofina se localiza preferentemente en membrana lateral mientras que 
apenas está presente en los discos intercalares (Matamoros y cols., 2016). Estos resultados 
concuerdan con los descritos previamente por Petitprez y cols. en miocitos ventriculares de 
rata (Petitprez y cols., 2011). Cabe destacar que nuestros resultados demostraban que la α1-
sintrofina, al igual que los canales Kir2.1 y Nav1.5, está presente también en las estriaciones 
del miocito, patrón que no se había observado previamente cuando la inmunolocalización se 
había realizado utilizando anticuerpos anti pan-sintrofina, es decir, aquellos que reconocen 
todos los tipos de sintrofina (Figura IV.4A, panel superior izquierdo). La superposición de las 
inmunolocalizaciones de los canales Kir2.1 y la α1-sintrofina  (merge en la Figura IV.4A) 
demuestra la colocalización de canales Kir2.1 (rojo) y de la α1-sintrofina (SNTA1, en verde). 
En la Figura IV.4B se muestran ampliadas las fotografías de una región de los miocitos 
representados en el panel A. En el panel inferior de la Figura IV.4A se muestra un perfil 
representativo de la intensidad de la fluorescencia a lo largo del eje longitudinal de los 
cardiomiocitos. Como puede observarse los picos de señal fluorescente de la α1-sintrofina y 
los canales Kir2.1 coinciden perfectamente y aparecen cada 2 µm aproximadamente. Este 
patrón estriado puede coincidir bien con la distribución de los túbulos T o bien con las crestas 








Figura IV.4. (A) Análisis inmunocitoquímico y colocalización de la α-1-sintrofina (SNTA1 en verde) y Kir2.1 
(rojo) en miocitos ventriculares disociados de ratas adultas. En el panel inferior se observa el perfil de intensidad 
de inmunofluorescencia a lo largo del eje longitudinal del miocito (indicado con la flecha azul en el merge). El 
pico de intensidad (señal) de Kir2.1 y SNTA1 aparece cada 2 µm. Escala 10 µm. (B) Imagen confocal ampliada 
(100x) de las estriaciones de los miocitos donde se observa la colocalización de Kir2.1 y SNTA1 coinciden. 
Escala 5 µm.  
 
2. EFECTO DE MUTACIONES EN EL CANAL Nav1.5 SOBRE LA MODULACIÓN 
POSITIVA  
 
2.1. Características de los mutantes del canal Nav1.5 estudiados 
 
Demostrada la interacción funcional y la colocalización de los canales Nav1.5 y Kir2.1 
en las membranas de los miocitos cardiacos la pregunta que se suscitaba es: ¿qué ocurre 
cuando uno de los canales presenta una mutación que produce su déficit de función?  
Las mutaciones en el gen SCN5A que producen la pérdida de función de los canales 
Nav1.5 son más frecuentes que las mutaciones en el gen KCNJ2 que codifica los canales 
Kir2.1. Las segundas son responsables de la aparición del Síndrome de Andersen-Tawil que, 
además de con arritmias cardiacas, se acompaña de alteraciones musculares, estructurales en 
manos y pies y dismorfia característica. Las mutaciones que producen déficit de función de 
los canales Nav1.5 son responsables de la aparición del SBr, que es el más frecuente de los 
síndromes arritmogénicos hereditarios, además de otras formas de arritmias genéticamente 
determinadas (ver apartado I.4.5). Por tanto dada la mayor prevalencia y relevancia clínica 







canales Nav1.5 y Kir2.1 la presencia de canales Nav1.5 con mutaciones que producen su 
déficit de función.  
 
2.1.1. Mutantes de Nav1.5 seleccionados 
 
De entre los mutantes del canal Nav1.5 que producen déficit de función elegimos tres 
(p.D1690N, p.G1748D, y p.D1816VfsX7) para realizar este estudio. Las características de 
estas mutaciones y su localización se describen en la Tabla IV.1 y la Figura IV.5A, 






















































Tabla IV.1. Características de las mutaciones del canal Nav1.5 estudiadas. EDN: Efecto dominante 
negativo. SBr 1: Síndrome de Brugada tipo 1. Ref.: Referencia. 
 
La mutación p.D1690N produce la sustitución de un residuo aspártico por una 
asparragina en la posición 1690, situado en el inicio del bucle extracelular de aminoácidos 
(poro) que conecta el S5 con el S6 del dominio IV del canal. Por su parte, la mutación 
p.G1748D implica la sustitución de un residuo glicina por un aspártico en la posición 1748 
también localizado en el poro del dominio IV pero en este caso prácticamente en el inicio del 
S6 (Figura IV.5A). Ambas mutaciones se describieron en heterozigosis compuesta en un 
probando español de 61 años (Núñez y cols., 2013). Curiosamente el sujeto nunca había 
padecido un evento arrítmico aunque tenía una mutación en los dos alelos del gen SCN5A. 
Un electrocardiograma rutinario realizado por el servicio médico de la empresa le diagnosticó 
un SBr tipo 1 y pocas semanas después el paciente debutó con un síncope. En el alelo 
portador de la mutación p.D1690N también estaba presente la variedad polimórfica que 
codifica la sustitución p.H558R. La variante p.H558R es un modulador genético que alivia la 





el mismo alelo en el cual está la mutación, como era el caso del probando) y en otros cuando 
está en trans (en el alelo no mutado) (Wilde y Brugada, 2011). La única hija del probando, 
madre a su vez de un niño que no fue estudiado genéticamente, era portadora de la mutación 
p.G1748D y tampoco había tenido ningún evento arrítmico hasta aquel momento. La 
mutación Nav1.5 p.D1816VfsX7 es fruto de un desplazamiento del marco de lectura que 
suprime 201 aminoácidos del dominio C-terminal de Nav1.5 y que fue identificada en 8 de los 
15 miembros de una familia española repartidos en dos generaciones (Dolz-Gaitón y cols., 
2013). Curiosamente, el fenotipo arrítmico de los portadores era variado, la probando y 
algunos familiares habían sufrido fibrilación ventricular idiopática, en otros, se manifestaba 
como bradicardia, DCCP, FA o SBr (Dolz-Gaitón y cols., 2013). Este tipo de síndromes en 
los que una única mutación da lugar a diversos fenotipos en los diversos familiares se 
denominan “síndromes solapados”. 
  
2.1.2. Características de las corrientes generadas por las mutaciones p.D1690N, p.G1748D, y 
p.D1816VfsX7 
 
La Figura IV.5 muestra familias de trazos de corriente generadas por canales Nav1.5 
nativos (WT), p.D1690N, p.G1748D, o p.D1816VfsX7 registradas en células CHO. Como se 
describe en Métodos, las células se transfectaban transitoriamente con el ADNc que codifica 
el canal Nav1.5 WT o sus versiones mutantes (1.6 µg) junto con la subunidad Navβ1 (1.6 µg). 
Como se puede observar los canales p.D1690N generan una INav1.5 cuya densidad es 
aproximadamente el 50% de la densidad de la corriente generada por los canales WT. Por el 
contrario, la densidad de la INav1.5 generada por los canales p.G1748D y p.D1816VfsX7 
estaban disminuidas en prácticamente un 80% respecto a la de la generada por canales WT. 
Los tres canales traficaban de forma deficiente a la membrana y, además, presentaban 
alteraciones de gating que eran muy marcadas en el caso de los canales p.G1748D. Los 
resultados confirman datos previamente analizados en nuestro laboratorio, demostrando la 
disfuncionalidad y el carácter patológico de los mutantes (Núñez y cols., 2013; Dolz y cols., 
2013). Curiosamente, el único mutante que no producía EDN es el p.D1816VfsX7 ya que 
cuando se contransfectaban con los canales WT (en proporción 0.5:0.5), la densidad de la 
INav1.5 disminuía un 50% aproximadamente con respecto a la generada por la transfección con 
canales WT exclusivamente. Es decir que simulando lo que ocurre en un paciente que tuviese 






Figura IV. 5. Localización de las mutaciones del canal Nav1.5 y sus respectivos trazos.  (A) Diagrama 
topológico del canal Nav1.5 que muestra la localización de las mutaciones estudiadas. (B) Familia de trazos 
representativa de INav1.5 obtenidos con el protocolo de pulsos mostrado en la parte superior del panel en células 
CHO transfectadas con el canal Nav1.5 WT, p.D1690N, p.G1748D o p.D1816VfsX7.  
 
 Por el contrario la cotransfección de canales p.G1748D o p.D1690N con canales WT 
genera una corriente cuya densidad es significativamente inferior a la generada por los canales 
WT, es decir, que ambos mutantes producen EDN (Núñez y cols., 2013). En el caso de los 
canales Nav1.5, en el que una única proteína es capaz de generar canales funcionales, el EDN 
implica que la proteína mutada está produciendo un efecto “tóxico” bien impidiendo que los 
canales Nav1.5 WT alcancen la membrana o bien alterando su función una vez la han 
alcanzado. 
 
2.2. Efecto de los mutantes p.G1748D, p.D1690N y p.D1816VfsX7 sobre la INav1.5 e IKir2.x 
en células CHO 
 
A continuación analizamos el efecto de los mutantes del canal Nav1.5 anteriormente 
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Figura IV.6. Efecto de la expresión de los mutantes de Nav1.5 en células CHO sobre la corriente IKir2.1. (A) 
Familia de trazos representativa de IKir2.1 registrados tras aplicar el pulso mostrado en la parte superior. (B-D) 
Relaciones I-V para IKir2.1 registrado en células CHO que expresaban Kir2.1 solo o junto con los mutantes del 
canal de Nav1.5 p.D1690N (B), p.D1690N-H558R (B), p.G1748D (C) y p.D1816VfsX7 (D). Los recuadros 
inferiores muestran ampliado el rango de potenciales en el que se produce la salida de K+ y la rectificación. (E) 
Densidad máxima de IKir2.1 registrada en células CHO transfectadas solo con Kir2.1 (1.6 µg) (barra negra) o con 
el  Nav1.5 WT (barra blanca) o los distintos mutantes de Nav1.5 estudiados (barras grises) (1.6 µg) junto con la 
subunidad β (1.6 µg). (F) Densidad máxima de IKir2.1 registrada en células CHO transfectadas solo con Kir2.1 
(1.6 µg) (barra negra) o con el  Nav1.5 WT (barra blanca) o los mutantes de Nav1.5 adicionales –el 
polimorfismo p.H558R-D1690N, el mutante que sí trafica p.R878C y el mutante del N-terminal p.R104W- 
(barras grises) (1.6 µg) junto con la subunidad β (1.6 µg).  Cada barra representa la media±EEM de “n” células. 
*P<0.05 frente a Kir2.1 y # P<0.05 frente a Kir2.1+Nav1.5. Las “n” representan el número de células analizadas. 
 
La Figura IV.6A muestra familias de trazos de IKir2.1 registrados en células CHO 





codifica para los distintos mutantes de Nav1.5 (1.6 µg) más la subunidad Nav1.5-β (1.6 µg) 
tras aplicar el protocolo de pulsos que se muestra en la parte superior de la figura. Como ya se 
ha descrito (Milstein y cols., 2012, Matamoros y cols., 2016), la cotransfección de canales 
Kir2.1 con canales Nav1.5 WT produce un aumento significativo de la corriente IKir2.1 medida 
a -120 mV (n≥20, P<0.05), dando lugar a la modulación positiva (Figura IV.6E). La 
cotransfección de Kir2.1 con canales p.D1690N generaba una densidad de corriente IKir2.1 
similar a la generada por canales Kir2.1, a todos los voltajes estudiados (Figuras IV.6B y E). 
Por tanto, p.D1690N no es capaz de modular positivamente a los canales Kir2.1. Como ya 
hemos mencionado, el paciente al que se detectó esta mutación presentaba también el 
polimorfismo p.H558R en cis (p.H558R-D1690N). La INav1.5 generada por los canales 
p.H558R-D1690N era idéntica a la generada por los canales WT ya que el polimorfismo 
ejerce de chaperón sobre los canales p.D1690N (Núñez y cols., 2013). Como se puede 
observar en las Figuras IV.6B y F  los canales p.H558R-D1690N sí modulaban positivamente 
la IKir2.1 de forma que ésta no era diferente a la generada por los canales Kir2.1 en presencia de 
Nav1.5 WT. Sin embargo, los mutantes p.G1748D y p.D1816VfsX7 no solo abolen la 
modulación positiva que producen los canales Nav1.5 WT, si no que disminuyen la IKir2.1 de 
forma significativa (n≥9, P<0.05) (Figuras IV.6C, D y E). Se puede decir, por tanto, que la 
presencia de canales p.G1748D y p.D1816VfsX7 produce un EDN sobre los canales Kir2.1 
(panel C, D y E). Este resultado sugiere que los mutantes p.G1748D y p.D1816VfsX7 del 
canal de sodio o bien impiden que los canales Kir2.1 alcancen la membrana, “atrapándolos” 
en algún compartimento intracelular, o bien limitan su función una vez éstos se encuentran en 
la membrana. 
 Los tres canales mutados analizados (p.D1690N, p.G1748D, y p.D1816VfsX7) no 
trafican adecuadamente hasta la membrana celular y tienen en común que la mutación se 
encuentra en el dominio IV o C-terminal del canal. Para descartar que el efecto observado 
pudiera ser “dominio” específico estudiamos también el mutante p.R104W. Clatot y cols. 
(2012) demostraron que los canales con la mutación en el residuo R104, que se encuentra en 
el dominio N-terminal, apenas trafican a la membrana. Como se puede observar en la Figura 
IV.6F, la cotransfección de canales p.R104W con Kir2.1 no moduló positivamente la IKir2.1. 
Dado que los cuatro mutantes estudiados no trafican adecuadamente a la membrana 
(Núñez y cols., 2013; Dolz y cols., 2013) quisimos analizar los efectos producidos por otros 
mutantes del canal Nav1.5 con déficit de la función que sí traficaban bien hasta la misma. Es 





corriente por alteraciones en su gating (Zhang y cols., 2008). La Figura IV.6E muestra que la 
cotransfección p.R878C con canales Kir2.1 sí aumenta significativamente la densidad de 
IKir2.1 produciendo una modulación positiva de intensidad similar a la producida por canales 
Nav1.5 WT (a -120 mV, P<0.05). 
Podemos concluir que los mutantes del canal Nav1.5 que presentan déficit de su 
función pero que sí trafican a membrana modulan positivamente la IKir2.1 pero que aquellos 
mutantes con defecto de tráfico o bien suprimen la modulación positiva (p.D1690N y 
p.R104W) o bien  producen una disminución adicional de la IKir2.1 (EDN; p.G1748D y 
p.D1816VfsX7). 
 
2.2.2. Efecto de los mutantes del canal Nav1.5 sobre la IKir2.2 e IKir2.3 
 
Como ya se ha mencionado, los canales Nav1.5 también modulan positivamente la 
corriente generada por homotetrámeros de canales Kir2.2 (IKir2.2) pero no la generada por 
homotetrémeros (IKir2.3) o heterotetrámeros en los que participen los canales Kir2.3 
(Matamoros y cols., 2016). Estos datos, que sugieren que los canales Nav1.5 interactúan con 
los canales Kir2.1/2.2 pero no con los Kir2.3, fueron confirmados de nuevo en la presente 
Tesis Doctoral (Figura IV.7). 
En la Figura IV.7A se puede observar que la cotransfección con canales p.D1690N no 
modula de forma positiva la IKir2.2, y que la cotransfección con canales p.G1748D o 
p.D1816VfsX7 disminuye significativamente la IKir2.2, produciendo EDN. Es decir, los 
mutantes de Nav1.5 estudiados ejercen idénticos efectos sobre la IKir2.2 y la IKir2.1. Por el 
contrario, los canales Kir2.3 ni interaccionan ni son modulados por los canales Nav1.5: la 
IKir2.3  generada por canales Kir2.3 no se modifica por la cotransfección de dichos canales con 























































































































Figura IV.7. Efecto de los mutantes de Nav1.5 en IKir2.2 e IKir2.3 en células CHO. Densidad de IKir2.2 e IKir2.3 a -
120 mV registrada en células CHO transfectadas con Kir2.2 o Kir2.3 solo o junto al WT o los mutantes de 
Nav1.5. Cada barra representa la media±EEM de “n” células. *P<0.05 frente a Kir2.2.  
 
2.2.3. Efectos de la cotransfección de canales Kir2.2 o Kir2.3 y Nav1.5 WT sobre la INav1.5  
 
Los canales Kir2.1 modulan positivamente la expresión de canales Nav1.5, 
incrementando la INav1.5 (Milstein y cols., 2012, Matamoros y cols., 2016). Sin embargo se 
desconoce el efecto de los canales Kir2.2 y Kir2.3 sobre la corriente INav1.5. Por ello decidimos 
registrar dicha corriente en células CHO cotransfectadas o no con canales Kir2.2 o Kir2.3 
(Figura IV.8). La Figura IV.8A muestra la densidad máxima de la INav1.5 registrada en células 
CHO que solo expresan canales Nav1.5-β (1.6+1.6 µg) o junto a canales Kir2.1, Kir2.2 o 
Kir2.3 (1.6 µg) y la Figura IV.8B las relaciones densidad de la INav1.5-voltaje obtenidas al 
representar la densidad de la corriente a cada uno de los potenciales de membrana ensayados. 
Como se puede observar, la cotransfección con canales Kir2.2 aumenta significativamente la 
densidad de INav1.5 a todos los potenciales de membrana (Figuras IV.8A y B). Más aún, el 
aumento en la densidad máxima de la INav1.5 producido por los canales Kir2.2 es idéntico al 
producido por los canales Kir2.1 (Figura IV.8A). Sin embargo, la cotransfección con canales 
Kir2.3 no aumenta la densidad de la INav1.5 a ninguno de los potenciales de membrana, siendo 
la densidad de la INav1.5 idéntica a la generada en ausencia de dichos canales (Figura IV.8B). 





























































































Figura IV.8. Efectos de la coexpresión de canales Nav1.5 WT con canales Kir2.1, Kir2.2 y Kir2.3 en 
células CHO sobre la corriente INav1.5. (A) Densidades máximas de INav1.5 registradas en células CHO 
expresando el canal Nav1.5 WT solo (barra negra) o junto con canales Kir2.1, Kir2.2 o Kir2.3 (barras grises). 
(B) Relaciones I-V para INav1.5 en células CHO expresando el canal Nav1.5 WT solo o junto con canales Kir2.2 
o Kir2.3. Cada barra/punto representa la media±EEM de ≥5 experimentos. *P< 0.05 frente a Nav1.5 solo. 
 
2.2.4. Efectos de la cotransfección de canales Kir2.x sobre la INav1.5 generada por mutantes 
Nav1.5 con déficit de función  
 
En la Figura IV.9 se representan las densidades máximas de la INav1.5 generadas por 
canales Nav1.5 WT, p.D1690N, p.G1748D, o p.D1816VfsX7 en ausencia o presencia de 
canales Kir2.1 (Figura IV.9A), Kir2.2 (Figura IV.9B), y Kir2.3 (Figura IV.9C). Como hemos 
descrito en el apartado 2.1, los tres mutantes de Nav1.5 analizados acarrean un defecto de 
tráfico y reducen la corriente INav1.5 en más del 50% respecto a la generada por los canales 
WT. Cuando se expresaron en células CHO el mutante p.G1748D o el p.D1816VfsX7 solos, 
generaron un pico de densidad muy pequeño de 24.3 ± 4.4 pA/pF (n=8) y de 37 ± 5.2 pA/pF 
(n=12) respectivamente, correspondiente al 15% y al 23% de la corriente generada por el 
canal WT (n=20, P<0.05). Como se puede observar en las figuras IV.9A y 9B los canales 
Kir2.1 y Kir2.2 no eran capaces de modular positivamente la densidad de INav1.5 generada por 
canales p.G1748D, y p.D1816VfsX7. Es decir, que la disminución de la INa en los portadores 
de estas mutaciones será muy intensa. La coexpresión con canales Kir2.1 y Kir2.2 aumentó 
significativamente la densidad máxima de INav1.5 generada por canales Nav1.5 WT y 
p.D1690N. Por tanto, los canales Kir2.1 y Kir2.2 son capaces de modular positivamente la 
expresión de algunos canales mutantes de sodio con déficit de función como el p.D1690N. 





p.D1690N con Kir2.1 o Kir2.2 es menor que la generada por canales Nav1.5 WT con 




























































































































































































Figura IV.9. Efectos de la coexpresión de los mutantes de Nav1.5 con Kir2.1, Kir2.2 y Kir2.3 en células 
CHO sobre la corriente INav1.5. Densidades máximas de INav1.5 registrados en células CHO expresando el canal 
Nav1.5 WT o los mutantes, sin (barras blancas) o en presencia (barras negras) de los canales Kir2.1 (A), Kir2.2  
(B) o Kir2.3 (C). Cada barra representa la media±EEM de ≥ 5 células. Los números en paréntesis representan el 
número de células analizadas. *P<0.05 frente a Nav1.5 WT solo; #P<0.05 frente a Nav1.5 WT+Kir2.1 WT; 
P<0.05 frente a p.D1690N solo. 
 
Es importante recordar que en situación fisiológica en los miocitos cardiacos estarán presentes 
tanto los canales Nav1.5 como los Kir2.1, en otras palabras, que siempre habrá modulación 
recíproca positiva entre ambos. Por tanto, los datos sugieren que la INa generada en los 
miocitos de los portadores de la mutación p.D1690N será significativamente menor que la 
generada en ausencia de la mutación. 
 Por último, la Figura IV.9C demuestra que la coexpresión con canales Kir2.3 no 
modificaba la densidad INav1.5 generada por canales p.D1690N, p.G1748D, y p.D1816VfsX7 
(Figura IV.9C), resultado que concuerda con la demostrada ausencia de interacción entre 
canales Kir2.3. 
 
2.3. Efecto de las mutaciones p.D1690N, p.G1748D y p.D1816VfsX7 sobre la INa e IK1 en 
miocitos ventriculares de rata  
 
Dado que el procesamiento de las proteínas que forman los canales puede presentar 
algunas diferencias en los sistemas de expresión heterólogos y en los miocitos cardiacos, 





enzimáticamente miocitos cardiacos procedentes de ratas Sprague–Dawley mediante métodos 
descritos por nuestro laboratorio. Los miocitos se sembraron en placas Petri tal y como se 
describe en el apartado de Métodos (ver apartado 3.1.) y fueron transfectados con los 
plásmidos que codificaban Nav1.5 WT, p.D1690N, p.G1748D, o p.D1816VfsX7. Puesto que 
el rendimiento de la transfección mediante liposomas de células diferenciadas es bajo, 
encapsulamos los plásmidos codificantes en partículas adenovirales con las que fueron 
infectados los miocitos durante un período de 12 horas aproximadamente. Como control se 
utilizaron miocitos que fueron infectados con partículas adenovirales que solo codificaban la 
proteína verde fluorescente (Ad-GFP) lo que permitía la identificación de los miocitos 
transfectados. Las ratas tienen canales Nav1.5 y Kir2.x nativos por lo que tienen una corriente 
de INa  y de IK1 per se. 
 




Figura IV.10. Efecto de la expresión de los mutantes de Nav1.5 en miocitos ventriculares de rata sobre la 
corriente INa. (A) Familia de trazos representativa de INa registrada tras aplicar el pulso mostrado en la parte 
superior. Ad-GFP representa la situación control (miocitos infectados con adenovirus que codifican para el 
GFP). (B) Densidad máxima de INa registrada en miocitos ventriculares de rata infectados con las construcciones 
adenovirales. Cada barra representa la media±EEM de ≥15 células. *P<0.05 frente a miocitos infectados con 
GFP y #P<0.05 frente a miocitos infectados con Nav1.5 WT. 
 
Como se puede observar en la Figura IV.10 la infección con el adenovirus que 
codifica los canales Nav1.5 WT (Ad-Nav1.5) duplica la densidad de la INa registrada (n≥35, 
P< 0.05). La densidad de la INa registrada en miocitos infectados con los mutantes Nav1.5 












































































con el Ad-Nav1.5 WT (n≥21, P< 0.05) pero también frente a los miocitos control (n≥21, P< 
0.05) (Figura IV.10). Este resultado indica que estos mutantes "atrapan" en algún 
compartimento intracelular a los canales Nav1.5 WT endógenos/nativos y ratifica los datos 
obtenidos previamente en células CHO demostrando que ambos mutantes producen EDN 
sobre los canales Nav1.5 WT (Núñez y cols., 2013). Por último la Figura IV.10 demuestra 
que los miocitos infectados con Ad-p.D1816VfsX7 generan una INa cuya densidad es 
significativamente menor a la generada por los miocitos infectados con Ad-Nav1.5 (n≥15, 
P<0.05). Sin embargo, los resultados confirman que este mutante no produce EDN sobre los 
canales Nav1.5 endógenos, puesto que la densidad de la INa no es significativamente menor 
que la generada por los miocitos control. 
 




Figura IV.11. Efecto de la expresión de los mutantes de Nav1.5 en miocitos ventriculares de rata sobre la 
corriente IK1. (A) Familia de trazos representativa de IK1 registrados tras aplicar el pulso mostrado en la parte 
superior. Ad-GFP representa la situación control (miocitos infectados con adenovirus que codifican para el 
GFP). (B) Densidad máxima de IK1 registrada en miocitos ventriculares de rata infectados con los constructos 
adenovirales. Cada barra representa la media±EEM de ≥11 células. *P<0.05 frente a miocitos infectados con 
GFP y #P<0.05 frente a miocitos infectados con Nav1.5 WT. 
 
En los miocitos de rata la IK1 es generada mayoritariamente por canales Kir2.1, pero, 
lo más importante es que los canales Kir2.3 no participan en su génesis. Por tanto, de acuerdo 
con los resultados publicados por nuestro grupo (Matamoros y cols., 2016) esperábamos que 







































































significativo de la IK1. Como se puede observar en la Figura IV.11, la infección de los 
miocitos con Ad-Nav1.5 daba lugar a un aumento significativo de la densidad de la IK1 (n≥12, 
P<0.05). La IK1 registrada en miocitos infectados con Ad-p.D1690N no fue diferente de la 
generada por los miocitos control pero sí era inferior a la IK1 registrada en miocitos que 
sobreexpresaban Nav1.5 WT (Ad-Nav1.5). Estos resultados confirman los obtenidos en 
células CHO indicando que los canales p.D1690N no modulan positivamente la IK1. Por el 
contrario, la infección de los miocitos tanto con Ad-p.G1748D como con Ad-p.D1816VfsX7 
disminuye significativamente la densidad de la IK1 comparada con la registrada en los 
miocitos control (n≥11, P< 0.05) (Figura IV.11). Estos resultados sugieren que tanto 
p.G1748D como p.D1816VfsX7 son capaces de interferir/afectar la expresión de los canales 
Kir2.1 WT, es decir, que ejercen un EDN sobre ellos. 
De los resultados obtenidos en células CHO así como en miocitos de rata infectados 
con los mutantes que producen déficit de función deducimos que en los miocitos de los 
pacientes portadores de mutaciones en canales Nav1.5 que impiden su expresión en 
membrana, se producirá una disminución significativa  de la densidad tanto de la INa como de 
la IK1. Más aún, en el caso de algunas mutaciones del canal Nav1.5 como p.G1748D o 
p.D1816VfsX7, la disminución de la IK1 será aún más intensa puesto que estos mutantes 
producen un EDN sobre los canales Kir2.1 no descrito hasta la fecha.  
 
2.4. La mutación p.G1748D produce EDN sobre la IK1 e INa en hiPSC-CM 
 
Por razones éticas, en este momento no podemos disponer de miocitos ventriculares 
humanos procedentes de corazones sanos. Sin embargo, y para descartar la posibilidad de que 
los resultados observados con los mutantes no fuesen modelo-dependiente, realizamos una 
serie de experimentos de patch-clamp en cardiomiocitos diferenciados a partir de células 
humanas pluripotentes inducidas (hiPSC-CM cardiomyocytes derived from human induced 
pluripotent stem cells). Dado que nuestro grupo no tenía experiencia en la maduración y 
manejo de los hiPSC-CM estos experimentos lo realizamos en el laboratorio del Prof. Jalife 
(Center of Arrhythmia Research, University of Michigan, Ann Arbor, USA) quien 
recientemente había descrito los protocolos óptimos de maduración de hiPSC para rendir las 
células con un fenotipo más próximo al de los cardiomiocitos ventriculares humanos (Terron 
y cols., 2016). Una vez los hiPSC-CM habían sido madurados, procedimos a su infección con 





grupos de hiPSC-CM, aquellas que no fueron infectadas (Control), las que fueron infectadas 
con Ad-Nav1.5, y por último las que fueron infectadas con Ad-p.G1748D. El mutante 
p.G1748D fue seleccionado por el marcado EDN que produce tanto sobre la INa como sobre la 
IK1. Cabe mencionar que la disponibilidad de los hiPSC-CM es limitada dada la complejidad y 
coste de los procesos de maduración, lo que nos obligó a seleccionar solo uno de los mutantes 
del canal Nav1.5 para realizar este grupo de experimentos.  
En la Figura IV.12A se muestran, como ejemplo representativo, las familias de trazos 
de INa registradas en tres grupos de hiPSC-CM, una no infectada y otras dos infectadas con los 
adenovirus que codificaban Nav1.5 WT y p.G1748D, respectivamente. En la Figura IV.12B 
se muestran las relaciones densidad de corriente-voltaje obtenidas en los tres grupos de 
células. Los miocitos derivados de hiPSC en los que se sobreexpresaba Nav1.5 WT la 
densidad de la INa aumentaba hasta triplicarse (Figuras IV.12A y B) (P< 0.05). Sin embargo, la 
infección con el mutante Ad-p.G1748D reducía marcadamente la densidad de la INa de forma 
que no solo era significativamente menor a la generada en hiPSC-CM infectados con Ad-
Nav1.5, sino que a todos los potenciales de membrana estudiados también era menor a la INa 
generada en cardiomiocitos humanos no infectados (Control) (Figuras IV.12A y B). Es decir, 
que en los hiPSC-CM se confirma que el mutante p.G1748D produce un EDN sobre los 
canales Nav1.5 WT tal y como se había observado en sistemas heterólogos de transfección 





















Figura IV.12. La expresión del mutante p.G1748D disminuye la INa e IK1 en hiPSC-CM. (A) y (C) Familia 
de trazos representativa de INa (A) e IK1 (C) registrados en hiPSC-CM control o infectados con Ad-Nav1.5 WT 
o con el mutante Ad-p.G1748D tras aplicar el protocolo de pulsos mostrado arriba. (B) y (D) Relaciones I-V 
para INa (B) o IK1 (D) en células sin infectar o infectadas con Ad-Nav1.5 o Ad-p.G1748D. Cada punto 
representa la media±EEM de ≥5 experimentos. *P< 0.05 frente a hiPSC-CM sin infectar y #P<0.05 frente a Ad-
Nav1.5. 
 
La Figura IV.12C muestra familias de trazos representativas de la corriente generada 
al aplicar el protocolo de pulsos que se muestra en la parte superior. Como se puede observar 
al aplicar pulsos hiperpolarizantes se genera una corriente de entrada, de activación 
prácticamente instantánea cuya amplitud disminuye a medida que el potencial de membrana 
del pulso se hace menos negativo. En la relación densidad de corriente-voltaje se puede 
apreciar que la corriente registrada presenta una marcada rectificación interna. Estas 
características indican que se trata de la IK1 o corriente sensible al ión Ba2+. Sin embargo, no 
podemos descartar que la corriente de Na+ y K+ activada con la hiperpolarización que 
participa en la actividad marcapasos (If) también contribuyera a la densidad de la corriente 
total registrada. Como se puede observar en la Figuras IV.12C y D la sobreexpresión de 





un aumento de más del 130% de la corriente nativa de IK1 (P< 0.05). Se trata por tanto de la 
confirmación, en cardiomiocitos de origen humano, de que los canales Nav1.5 y Kir2.1 se 
modulan de forma recíproca. Sin embargo, en hiPSC infectadas con Ad-p.G1748D la 
densidad de la IK1 es significativamente menor a la registrada no solo en cardiomiocitos 
infectados con Ad-Nav1.5, sino también menor a la de la IK1 nativa registrada en hiPSC sin 
infectar (2.6 ± 0.26 pA/pF, P< 0.05) (Figura IV.12D). Por tanto, se confirma que en hiPSC-
CM el mutante p.G1748D del canal de Nav1.5 se comporta como dominante negativo tanto 
sobre canales Nav1.5 como sobre canales Kir2.1, lo que valida los resultados obtenidos 
previamente.  
 
Además, se registraron PA en hiPSC para analizar las consecuencias 
electrofisiológicas de la sobreexpresión de canales Nav1.5 tanto nativos como p.G1748D. 
Aunque los protocolos de maduración han ido perfeccionándose paulatinamente todavía no 
son óptimos. De hecho, los cardiomiocitos derivados de hiPSC presentan actividad 
automática a una frecuencia de disparo de 1.1±0.1 Hz (n=6) (Figura IV.13B). La 
sobreexpresión de Nav1.5 WT disminuyó significativamente la frecuencia de la actividad 
automática (n=7, P< 0.05) (Figuras IV.13A izquierda y 13B). Esta disminución de la 
frecuencia de la actividad automática se explica por el aumento de la IK1 que es la corriente 
que mantiene el Em isoeléctrico durante la fase 4 de los potenciales de acción (ver 
Introducción). Como puede verse en el panel derecho de la Figura IV.13A la infección con 
Ad-p.G1748D aumenta la inclinación de la fase 4 del PA incrementando por tanto la 
frecuencia de la actividad automática que alcanzó una frecuencia de 2.0 ± 0.4 Hz (n=7; P< 
0.05). 
En la Figura IV.13C, se muestran los trazos superpuestos de los potenciales de acción 
registrados en tres grupos de hiPSC, una de las cuales no había sido infectada mientras que las 
otras dos habían sido infectadas con Ad-Nav1.5 y Ad-p.G1748D, respectivamente. En este 
grupo de experimentos los cardiomiocitos fueron estimulados a la frecuencia de 1 Hz. Se 
puede observar que la estimulación abole por sobreestimulación (Krellenstein y cols., 1978) la 
actividad automática de los cardiomiocitos derivados de hiPSC. En estas condiciones 
experimentales, la infección con Ad-Nav1.5 aumentó significativamente la amplitud de los 
potenciales de acción (APA) (Figura IV.13E) y la velocidad máxima de despolarización 
(dV/dtmax) (panel F). Ambos efectos se explican por el aumento de la INa provocado por la 





significativamente el potencial de reposo (Figura IV.13D) y abrevió la DPA medida al 90% 
de la repolarización (DPA90) (panel G). Estos dos efectos son consecuencia del aumento de la 
IK1 inducido por la sobreexpresión de canales Nav1.5 WT. Por el contrario, los potenciales de 
acción registrados en células infectadas con el mutante de Ad-p.G1748D presentaban una 
APA (panel E) y dV/dtmax (panel F) significativamente menores a la de los potenciales 
registrados en células tanto infectadas como no infectadas con Ad-Nav1.5. Además los 
hiPSC-CM en los que se sobreexpresó p.G1748D generaban potenciales de acción con un 
potencial de reposo significativamente despolarizado y una duración significativamente más 




Figura IV.13. El mutante p.G1748D modifica significativamente las propiedades del potencial de acción en 
hiPSC-CM. (A) Serie de PAs espontáneos registrados en hiPSC-CM infectados con Ad-Nav1.5 (a la izquierda) 
o Ad-p.G1748D (derecha). (B) Frecuencias (en Hz) medias registradas en hiPSC sin infectar o infectadas con 
Nav1.5 WT o Nav1.5 p.G1748D. (C) Trazos representativos de PAs superpuestos registrados a 1 Hz en hiPSC-
CM sin infectar (azul) o infectados con Ad-Nav1.5 (rojo) o Ad-p.G1748D (negro). (D-G) Potencial de reposo 
(PR) (D), amplitud (E), dV/dt max (F) y DPA90 (G) de los PAs registrados a 1 Hz en hiPSC-CM sin infectar o 
infectados con Ad-Nav1.5 o Ad-p.G1748D. Las barras representan la media±EEM de “n” experimentos. 






Estos resultados confirman que el mutante p.G1748D produce un EDN sobre los 
canales Kir2.1 en hiPSC-CM lo que explica la reducción de la IK1, la despolarización del 
potencial de reposo, el aumento de la frecuencia de disparo, y la prolongación de la DPA 
medida al final de la repolarización.  
 
2.5. Modulación recíproca positiva en un cruce de ratones transgénicos KCNJ2 OE+/--
SCN5A +/-  
 
A continuación quisimos explorar las consecuencias de la disminución y/o aumento de 
la expresión de canales Nav1.5 y Kir2.1 en sistemas más complejos y por ello, en 
colaboración con el Dr Willis-Pineda del grupo del Prof. Jalife, recurrimos a la utilización y 
creación de ratones genéticamente modificados. Estos experimentos no nos permitirán 
analizar las consecuencias de la presencia de mutantes con déficit de función de los canales 
Nav1.5, pero sí descartar que la modulación recíproca positiva entre INa e IK1 fuese un 
artefacto de los sistemas de sobreexpresión. 
 
En primer lugar, realizamos experimentos en miocitos ventriculares procedentes de 
ratones ya previamente utilizados y caracterizados como modelo del SBr (Martin y cols., 
2010). Se trataba de ratones macho en los que se había suprimido la expresión de uno de los 
alelos del gen SCN5A (SCN5A+/-). En la Figura IV.14A, se muestran familias de trazos de la 
INa registradas en miocitos ventriculares de ratón no modificado genéticamente (WT) así como 
en miocitos de ratón SCN5A+/-. Como era de esperar, la falta de uno de los alelos del gen que 
codifica los canales Nav1.5 disminuye la amplitud de la INa. De hecho, en la relación corriente 
voltaje que se representa en la Figura IV.14B se puede observar que la disminución de la INa 
es de aproximadamente un 50% a todos los potenciales de membrana estudiados (N=4, n=10, 
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Figura IV.14. Características electrofisiológicas de miocitos de ratones SCN5A+/-. (A) Familia de trazos 
representativa de INa registrada en miocitos ventriculares disociados de ratones WT y de ratones SCN5A+/-. (B) 
Relaciones I-V para INa registradas en miocitos ventriculares disociados de ratón WT y SNC5A+/-. (C) Familia de 
trazos representativa de IK1 registrada en miocitos ventriculares disociados de ratones WT y de ratones SCN5A+/-. 
(D) Relaciones I-V para IK1 registradas en miocitos ventriculares disociados de ratón WT y SNC5A+/-, *P<0.05 
frente a ratones WT. 
 
La Figura IV.14C muestra familias de trazos de la IK1 registrados en sendos miocitos 
ventriculares procedentes de ratones control y SCN5A+/-. Lo más importantes es que la 
densidad de la IK1 en los miocitos de los ratones del modelo de SBr era menor que en la de los 
miocitos de ratones WT. En la Figura IV.14D se representa la relación corriente voltaje que 
demuestra que la la IK1 en ratones SCN5A+/- era un 40% inferior a la registrada en ratones WT 
a todos los potenciales de membrana ensayados (N=4, n=15, P < 0.05). Estos resultados 
confirman que existe una relación funcional entre los canales Nav1.5 y Kir2.1 que puede estar 
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Figura IV.15. El cruzamiento de ratones SCN5A+/- con ratones con Kir2.1 sobreexpresado recupera las 
corrientes INa e IK1 que se veían disminuidas en los miocitos de ratones SCN5A+/-. (A) Familia de trazos 
representativa de INa registrados en miocitos ventriculares disociados de ratón WT, SNC5A+/- o KCNJ2OE+/--
SCN5A+/-. (B) Relaciones I-V para INa registradas en miocitos ventriculares disociados de ratón WT, SNC5A+/- o 
KCNJ2OE+/--SCN5A+/-. (C) Familia de trazos representativa de IK1 registrada en miocitos ventriculares 
disociados de ratón WT, KCNJ2OE+/- o KCNJ2OE+/--SCN5A+/-. (D) Relaciones I-V para IK1 registradas en 
miocitos ventriculares disociados de ratón WT, KCNJ2OE+/- o KCNJ2OE+/--SCN5A+/-. Cada punto representa la 
media±EEM de ≥5 células. Las “n” representan el número de células de cada grupo. * P<0.05 frente a ratón WT 
y # P<0.05 frente a ratón KCNJ2OE+/--SCN5A+/-. 
 
Piao y colaboradores generaron y describieron un modelo de ratón modificado 
genéticamente que sobreexpresa uno de los alelos del gen que codifica los canales Kir2.1 
(KCNJ2 OE+/-) (Piao y cols., 2007b). La familia de trazos de IK1 registrada en miocitos 
ventriculares de ratones KCNJ2 OE +/- y la relación corriente voltaje de la corriente mostrada 
en la Figura IV.15C y D, demuestran que en estos ratones la densidad de la IK1 se duplica con 
respecto a la IK1 registrada en ratones WT (N=3, n=7, P<0.05). A continuación se generó una 
nueva estirpe de ratones obtenida por el cruce de los ratones KCNJ2 OE+/- con los SCN5A+/- 
(ratones KCNJ2OE+/--SCN5A+/-). La Figura IV.16 muestra un gel de agarosa con los 
resultados de la PCR de los cuatro perfiles genéticos obtenidos tras cruzar ratones SCN5A+/- 
con ratones KCNJ2OE+/-. Se observa una herencia mendeliana con un 25% de probabilidad 






Figura IV.16. Cruzamiento de ratones SCN5A+/- con ratones KCNJ2OE+/-. (A) Perfil de los resultados de la 
PCR en los cuatro grupos de ratones (WT y transgénicos) obtenidos tras el cruzamiento de ratones SCN5A+/- con 
ratones KCNJ2OE+/- usando primers específicos para detectar KCNJ2 (a la izquierda) y SCN5A (derecha). La 
sobreexpresión de KCNJ2 fusionado a GFP, que genera una banda adicional de 260 pb en el gel, se observa solo 
en ratones KCNJ2OE+/- y en ratones KCNJ2OE+/--SCN5A+/-; mientras que el fragmento de 386 pb 
correspondiente a KCNJ2 nativo aparece en los cuatro grupos. Por otro lado, SCN5A se elimina mediante 
inserción de un segmento LacZ/GFP entre dos sitios loxP. Esto genera una banda adicional de 500 pb solo en los 
ratones SCN5A+/- y KCNJ2OE+/--SCN5A+/-. Al contrario, el fragmento de 200 pb que corresponde a SCN5A se 
amplificó en los cuatro grupos. (B) Se observa una herencia mendeliana entre los cuatro grupos de ratones 
obtenidos tras el cruzamiento de ratones SCN5A+/- con ratones KCNJ2OE+/- (N=88 ratones obtenidos tras el 
cruce). 
 
La pregunta que pretendíamos responder utilizando estos ratones era si la 
sobreexpresión de canales Kir2.1 podría restaurar la amplitud de la INa y la IK1 disminuidas 
por la ausencia de uno de los alelos del gen SCN5A. La Figura IV.15C muestra familias de 
trazos de corriente IK1 registradas en miocitos de ratones KCNJ2OE+/--SCN5A +/-. Como se 
puede observar, en el ratón KCNJ2OE+/--SCN5A+/-, la densidad de IK1 disminuye 
significativamente con respecto a la de ratones KCNJ2OE+/- (N=3, n=7, P< 0.05) pero 
aumenta significativamente con respecto a la generada en los miocitos de ratones SCN5A+/- 
(P< 0.05 frente a SCN5A+/-); aunque no es capaz de restaurar la corriente IK1 a niveles de 
ratones WT (P< 0.05 frente a WT) (Figura IV.15D). Respecto a la densidad de corriente INa, 
la corriente generada por miocitos de ratones KCNJ2OE+/--SCN5A+/- fue similar a la generada 
en miocitos de ratones WT (Figuras IV.15A y B), lo que significa que la sobreexpresión de 




































3. POSIBLE MECANISMO RESPONSABLE DE LA VARIABILIDAD DE EFECTOS 
SOBRE LA MODULACIÓN POSITIVA OBSERVADA ENTRE LAS MUTACIONES 
DEL CANAL Nav1.5 ESTUDIADAS 
 
Los resultados sugieren que los mutantes del canal Nav1.5 que no trafican 
adecuadamente a la membrana celular o bien no son capaces de modular positivamente la IK1, 
como en el caso del p.D1690N, o bien producen EDN sobre dicha corriente, como ocurre con 
p.G1748D y p.D1816VfsX7. La cuestión que nos planteamos a continuación fue cual era el  
mecanismo biológico responsable de este distinto patrón de comportamiento para predecir 
como afectará cada mutación a la modulación positiva. Podría ocurrir que la diferencia entre 
un tipo de mutantes y el otro fuera el compartimento intracelular en el que se queda atrapado. 
De tal manera que los mutantes que se quedan retenidos en el RE o bien los que quedan en el  
Golgi fueran los que producen EDN sobre la corriente IK1. 
 
3.1. Relación entre el efecto producido por los distintos mutantes del canal Nav1.5 sobre 
la IK1 y el compartimento intracelular donde se quedan retenidos  
 
3.1.1. Efecto de mutaciones en el canal Kir2.1 sobre la modulación positiva de la INav1.5 
 
Para responder esta pregunta, utilizamos mutantes de los canales Kir2.1 en las 
secuencias que actúan como señales de salida bien del RE o bien del Golgi. La secuencia 374-
FCYENE-379 de Kir2.1 constituye la señal de salida del RE y mutaciones en algún residuo de 
este dominio promueve la retención del canal en el RE (Ma y cols., 2001). Por otro lado, se ha 
demostrado que el mutante p.Δ314-315 del canal Kir2.1 no llega a expresarse en membrana 
ya que se queda atrapado/retenido en el aparato de Golgi, generando SAT (Ma y cols., 2011). 
La Figuras IV.17A y 14B muestra familias de trazos de corriente generados por los mutantes 
de Kir2.1 p.E377A-E379A y p.Δ314-315, respectivamente. Los registros se realizaron en 
células CHO transfectadas transitoriamente con el ADNc de cada uno de los mutantes 
utilizando el protocolo de pulsos que se muestra en la parte superior. El mutante p.Δ314-315 
no genera corriente porque queda completamente atrapado en el Golgi (Figuras IV.17B y C) 
mientras que el mutante p.E377A-E379A, retenido en RE, genera una IKir2.1 
significativamente menor a la generada por los canales Kir2.1 WT (Figura 17A y C) (P<0.05). 





WT y los mutantes p.E377A-E379A y p.Δ314-315 cuando las células eran cotransfectadas o 
no con canales Nav1.5 WT. Como se puede observar la cotransfección con canales Nav1.5 
aumentó de forma significativa la densidad de la IKir2.1 generada por los canales Kir2.1 tanto 
WT como p.E377A-E379A (Figura IV.17C). Por el contrario, la cotransfección con canales 
Nav1.5 no aumentó la densidad de la IKir2.1 generada por los canales p.Δ314-315 (Figura 
IV.17C). Este resultado sugiere que los canales Nav1.5 son capaces de “rescatar” a los canales 
Kir2.1 que quedan atrapados en el RE pero no aquellos que quedan retenidos en el Golgi.   
En la Figura IV.17D se representa la densidad del pico máximo de la INav1.5 generada en 
células CHO por canales Nav1.5 cotransfectados o no con canales Kir2.1 WT o mutados en 
las señales de salida del RE o del Golgi. Se puede observar que los canales Kir2.1 p.E377A-
E379A no modulan positivamente la INav1.5 dado que la corriente generada no es distinta a la 
registrada por los canales Nav1.5 solos. Sin embargo, la cotransfección con canales Kir2.1 
p.Δ314-315 disminuye significativamente la densidad de la INav1.5 con respecto a la generada 
por canales Nav1.5 solos (n≥10, P<0.05).  
Estos resultados indican que estos mutantes de Kir2.1 que quedan atrapados en el RE o el 
Golgi no son capaces de modular positivamente la INav1.5. Más aún el resultado demuestra que 
el canal Kir2.1 que queda retenido en el Golgi (p.Δ314-315) produce una disminución 
adicional de la INav1.5 atrapando a los canales Nav1.5 e impidiendo que estos lleguen a la 



















































































































Figura IV.17. Los mutantes del canal Kir2.1 producen diferentes efectos sobre la modulación positiva 
según si se quedan retenidos en el RE (p.E377A-E379A) o en el aparato de Golgi (p.Δ314-315). (A) y (B) 
Familia de trazos representativa generada con el protocolo de pulsos que se muestra en la parte superior de la 
Figura en células CHO transfectadas con p.E377A-E379A (panel A) o con p.Δ314-315 (panel B). (C) 
Densidades de IKir2.1 a -120 mV generadas en canales Kir2.1 WT o mutantes solos o cotransfectados con canales 
Nav1.5. (D) Densidades máximas de INav1.5 generadas en canales Nav1.5 WT solos o cotransfectados con canales 
Kir2.1 WT o mutantes. * P<0.05 frente a Kir2.1 o Nav1.5 solos; # P<0.05 frente a Kir2.1+Nav1.5. 
 
 
3.1.2. El mutante del canal Nav1.5 p.D1690N queda retenido en el RE mientras que 
p.G1748D en el Golgi 
 
3.1.2.a. Mecanismos de rescate de mutantes  
 
Los resultados obtenidos con los canales Kir2.1 sugieren que aquellos mutantes que no 





positivamente a los canales Nav1.5 y que aquellos que quedan retenidos en el Golgi atrapan 
con ellos a los canales Nav1.5 produciendo una disminución adicional de la corriente. 
Quisimos analizar si también para los canales Nav1.5 existe esta correlación entre el lugar de 
retención del mutante y el efecto que produce sobre la modulación positiva. Sin embargo, 
desconocíamos donde se retenían los mutantes del canal Nav1.5 estudiados, p.D1960N, 
p.G1748D, y p.D1816VfsX7.  
Se ha descrito que los mutantes de los canales retenidos en el RE se pueden rescatar mediante 
incubación de las células a temperatura ambiente o con chaperonas químicas como el 4-
fenilbutirato principalmente porque interrumpen el sistema de control de calidad del RE 
(Egan y cols., 2002; Rajamani y cols., 2002). Resultados previos en nuestro laboratorio ya 
demostraron que la expresión en la membrana del mutante p.D1816VfsX7 no se modifica con 
ninguna de estas maniobras (Dolz-Gaitón y cols., 2013), lo que sugiere que dicho mutante 
queda retenido en el Golgi. Por tanto, a continuación estudiamos si los mutantes p.D1690N y 
p.G1748D se quedan retenidos en el RE o en el Golgi. En la Figura IV.18 se muestra la 
densidad del pico máximo de la INav1.5 generada por canales p.D1690N y p.G1748D en células 
CHO que fueron incubadas a temperatura ambiento (panel A) o en presencia de 4-
fenilbutirato (panel B). Los resultados demuestran que la densidad de INav1.5 generada por el 
mutante p.D1690N, pero no la generada por el mutante  p.G1748D, aumentó 
significativamente cuando las células se incuban a temperatura ambiente (25°C en vez de 
37°C) (Figura IV.18A) o en presencia de 4-fenilbutirato (5 mM) durante 24 h (Figura 
IV.18B). Estos datos sugieren que el canal p.D1690N se queda retenido en el RE mientras que 
el canal p.G1748D en el Golgi. 
De manera adicional, se analizaron los efectos de MOG1. MOG1 es un factor liberador de 
nucleótido de guanina para RAN que interacciona con canales Nav1.5 aumentando su 
expresión en la membrana (Wu y cols., 2008). Además, se ha demostrado recientemente que 
MOG1 es capaz de reestablecer el tráfico de aquellos mutantes de Nav1.5 que quedan 
atrapados en el RE (Chakrabarti y cols., 2013). La Figura IV.18C demuestra que la 
cotransfección con MOG1 aumenta de manera significativa y selectiva la densidad de INav1.5 
generada por canales p.D1690N pero no modula la INav1.5 generada por canales p.G1748D y 
p.D1816VfsX7.  
Por tanto, los resultados indican que el canal p.D1690N se queda retenido en el RE mientras 
que los canales p.G1748D y p.D1816VfsX7 en el Golgi. Es más, respaldan la hipótesis de que 





modulación recíproca positiva sobre la IK1 mientras que los mutantes que quedan retenidos en 
























































































































Figura IV.18. Discriminación del compartimento intracelular en el que quedan retenidos los mutantes del 
canal Nav1.5 estudiados. (A) y (B) Densidad del pico máximo de la INav1.5 generada por canales p.D1690N y 
p.G1748D incubados a 37°C o a 25°C (panel A) o en ausencia y presencia de 4-Fenilbutirato (panel B). (C) 
Densidad máxima INav1.5 generada por canales p.D1690N, p.G1748D o p.D1816VfsX7 cotransfectados o no con 
MOG1. Cada barra representa la media±EEM de (n) células. * P<0.05 frente a p.D1690N sin tratamiento. 
 
 
3.1.2.b. Inmunofluorescencia de los mutantes p.D1690N y p.G1748D 
 
Para cerciorarnos de la localización intracelular de los mutantes p.D1690N y 
p.G1748D, realizamos experimentos de inmunofluorescencia en células COS-7 transfectadas 
con los canales mutantes y con marcadores de RE o Golgi.  
La Figura 19A y B muestra la distribución intracelular del canal p.D1690N en dos 
células diferentes. Se observa un alto grado de colocalización de este mutante con la 





retenido en el RE (Figura 19). Además en algunas células se observaron unos acúmulos del 
canal presentes en el RE, quizá debido al estrés provocado en el mismo (Figura 19B). 
 
Nav1.5 p.D1690N-GFP Calnexin (ER) p.D1690N Calnexin (ER)  DAPI





Figura IV.19. Análisis inmunocitoquímico y colocalización del mutante p.D1690N-GFP (verde) y la 
Calnexina como marcador del RE (rojo) en células COS-7. En el panel (A) se observa una célula con una 
distribución característica del RE, mientras que en el panel (B), el mutante forma acúmulos en el RE. Los 
núcleos se tiñeron con DAPI. El recuadro corresponde a la zona ampliada de la célula. Escala 25 µm 
 
Correspondiente con estos resultados, el mutante p.D1690N no colocalizó con 











Nav1.5 D1690N-GFP mCherry-Golgi D1690N  mCherry-Golgi DAPI
 
 
Figura IV.20. Análisis inmunocitoquímico inverso y no-colocalización (A) del mutante p.D1690N-GFP 
(verde) y el mCherry-Golgi (rojo)  y (B) del mutante G.1748D-GFP (verde) y la Calnexina como marcador 
del RE en células COS-7. Los núcleos se tiñeron con DAPI. El recuadro corresponde a la zona ampliada de la 
célula. Escala 25 µm 
 
Por otro lado, la expresión transitoria del mutante p.G1748D resultó en su 
acumulación en conglomerados intracelulares que colocalizan con el marcador del Golgi 
mCherry-Golgi (Figura 21), sugiriendo que estos canales residen en el aparato de Golgi 
posiblemente para ser degradados directamente allí. A su vez, el mutante p.G1748D no 
colocalizaba con el marcador del RE utilizado (Figura 20B). Sin embargo, los resultados 
obtenidos con diferentes marcadores del RE sugieren que el mutante p.G1748D produce un 
estrés evidente en el RE en vista de la distribución inusual del RE observada con todos los 






Nav1.5 p.G1748D-GFP mCherry-Golgi p.G1748D mCherry-Golgi DAPI
A
B
Nav1.5 p.G1748D-GFP mCherry-Golgi p.G1748D mCherry-Golgi DAPI
 
 
Figura IV.21. Análisis inmunocitoquímico y colocalización del mutante p.G1748D-GFP (verde) y el 
mCherry-Golgi (rojo) en células COS-7. En ambas células -panel (A) y (B)-, se observa un patrón 
característico del aparato de Golgi. Los núcleos se tiñeron con DAPI. Escala 25 µm 
 
En resumen, estos resultados sugieren que los canales p.D1690N se retienen 
mayoritariamente en el RE, mientras que los canales p.G1748D, y probablemente los canales 
p.D1816VfsX7, quedan retenidos en el aparato de Golgi. Además, apoyan la hipótesis de que 
los mutantes del canal Nav1.5 con defecto de tráfico retenidos en Golgi son los que producen 
EDN sobre canales Kir2.1.  
 
3.2. ¿Cómo alcanzan la membrana los canales Nav1.5 y Kir2.1?  
 
Los resultados presentados hasta el momento sugieren que los canales Nav1.5 y Kir2.1 
viajan de forma conjunta hacia la membrana, lo que explicaría porqué cuando uno de ellos 
queda atrapado en el aparato de Golgi el otro quede atrapado también. Para comprobar esta 
hipótesis, analizamos el tráfico de canales Nav1.5 y Kir2.1 por separado y conjuntamente. 
Mediante microscopia confocal se midió la recuperación de la fluorescencia tras la extinción 
(FRAP) de la fluorescencia emitida por dos fluoróforos, el mTq2 y el Cp173venus, que fueron 





Cp173venus), respectivamente (ver Métodos). Para ello, se transfectaron células COS-7 con 
canales Nav1.5-mTq2 y Kir2.1-Cp173venus, por separado o juntos, a las que se extinguía de 
forma irreversible la fluorescencia emitida por los fluoróforos unidos a los canales en una 
región (ROI) de 5 µm de diámetro. La ROI era seleccionada considerando que no implicara ni 
la membrana citoplasmática ni el núcleo celular. La extinción de la fluorescencia de los 
fluoróforos mTq2 y Venus se realizaba mediante luz láser de una longitud de onda de 445 nm 
y 514 nm, respectivamente. Una vez extinguida la fluorescencia en la ROI se realizaban fotos 
seriadas cada 10 segundos durante 15 minutos para cuantificar como se recuperaba la 
fluorescencia en la ROI como consecuencia de la difusión citoplasmática de los canales 
Nav1.5-mTq2 y Kir2.1-Cp173venus juntos o por separado.  
 
 



















































































































Figura IV.22. Características de la recuperación de la fluorescencia de los canales Nav1.5mTq2. (A) 
Porcentaje de fracción móvil en células COS-7 transfectadas con Nav1.5-mTq2 solos (0.5 µg) (barra negra) o 
junto a Kir2.1-Cp173venus (0.5 µg) (barra blanca). * P<0.05 frente a Nav1.5-mTq2. (B) y (C) Curso temporal 
de la recuperación de la fluorescencia de Nav1.5-mTq2 solo (ajuste monoexponencial línea azul) o junto Kir2.1-
Cp173venus (ajuste monoexponencial línea roja) sin normalizar (B) o normalizada al valor de la recuperación 
máxima (C). Las barras/puntos representan la media±EEM de n≥10.  
 
La Figura IV.22A muestra el porcentaje de recuperación de la fluorescencia en estado 
estable ó fracción móvil y la 22B y C, las cinéticas de la recuperación de la fluorescencia tras 
extinguir el fluoróforo mTq2 unido a Nav1.5 en células COS-7 cotransfectadas o no con 
canales Kir2.1-Cp173venus. Como puede observarse en la Figura IV.22A y Tabla IV.2, la 
recuperación de la fluorescencia alcanzaba aproximadamente un 75% en células transfectadas 
con los canales Nav1.5-mTq2. Es importante destacar que en presencia de Kir2.1-
Cp173venus, aumentaba marcadamente la fracción móvil hasta el 93% (P<0.05). Dichos 





es más eficiente y por ello, la recuperación de la fluorescencia en estado estable es mayor. En 
ninguno de los casos en los 15 minutos de registro se alcanzaba el 100% de recuperación de 
fluorescencia. Al evaluar el curso temporal de la recuperación, pudimos comprobar que el 
canal Nav1.5-mTq2 presenta una constante de tiempo de recuperación al 50% (t1/2) de 2.4±0.2 
minutos (Tabla IV.2). En presencia de los canales Kir2.1-Cp173venus (Figura IV.22B), se 
puede observar que a partir de los 2 minutos las dos curvas se separan como consecuencia del 
aumento de la recuperación de la fluorescencia que produce la presencia de los canales 
Kir2.1. Sin embargo, no se producían cambios en la cinética de la recuperación, tal y como 
demuestra el valor de t1/2 (Tabla IV.2). Para facilitar la comparación del curso temporal en 
ausencia y en presencia de canales Kir2.1-Cp173venus, se normalizaron los valores de 
recuperación de la fluorescencia al valor máximo de recuperación (Figura IV.22C). Esta 
representación nos permite confirmar que no existen cambios significativos en la cinética de 
la recuperación de los canales Nav1.5-mTq2 cuando se expresan solos o en presencia de 
Kir2.1-Cp173venus.  
 
 Fracción móvil (%) t1/2 (min) 
Nav1.5 





   
Kir2.1 






Tabla IV.2. Valores del porcentaje de fracción móvil y el tiempo medio t1/2 de recuperación de la 
fluorescencia. Las “n” representan el número de experimentos en cada grupo. * P<0.05 frente a Nav1.5. ** 
P<0.05 frente a Kir2.1. 
 
A continuación, analizamos la recuperación de la fluorescencia del fluoróforo 
Cp173venus unido a los canales Kir2.1, en presencia y ausencia de los canales Nav1.5-mTq2. 
En células transfectadas con los canales Kir2.1-Cp173venus, la fracción móvil alcanzaba un 
83%, por tanto los canales Kir2.1 difunden más que los canales Nav1.5 lo que podría 
explicarse por el gran tamaño del canal Nav1.5 comparado con Kir2.1 (Figura IV.23A y 





minutos) es más de dos veces más lenta que la de los canales Nav1.5-mTq2. En presencia de 
los canales Nav1.5-mTq2, la fracción móvil no se veía modificada (Figura IV.23A y Tabla 
IV.2). Sin embargo, se observa una aceleración muy marcada de la cinética de recuperación 
(Figura IV.23B), tal y como demuestra la disminución en el valor de t1/2 (Tabla IV.2). Esta 
aceleración se aprecia mejor en la Figura IV.23C en la que se muestra la recuperación de 


















































































































Figura IV.23. Características de la recuperación de la fluorescencia Kir2.1-Cp173Venus. (A) Porcentaje de 
fracción móvil en células COS-7 transfectadas con Kir2.1-Cp173Venus solo (0.5 µg) (barra negra) o junto a 
Nav1.5-mTq2 (0.5 µg) (barra blanca). (B) y (C) Curso temporal de la recuperación de la fluorescencia de Kir2.1-
Cp 173Venus solo (ajuste biexponencial línea azul) o junto Nav1.5-mTq2 (ajuste biexponencial línea roja) sin 
normalizar (B) o normalizada a la recuperación máxima (C). Las barras/puntos representan la media±EEM de 
n≥7. 
 
En la Figura IV.24 se ha representado la fracción móvil (panel A) y la cinética de la 
recuperación de la fluorescencia (Paneles B y C) de Nav1.5-mTq2 en presencia de canales 
Kir2.1, y la de Kir2.1-Cp173venus en presencia de canales Nav1.5. Como se puede observar, 
la fracción móvil y la cinética de la recuperación de la fluorescencia son prácticamente 
idénticas, lo que indica que se trata de los mismos complejos proteicos detectados mediante la 
recuperación de la fluorescencia de uno u otro fluoróforo. Todos estos resultados refuerzan la 
idea de que la coexpresión de ambos canales da lugar a complejos con una dinámica diferente 
a la de los canales por separado, ya que tienen mayor movilidad que la de los canales Nav1.5 
y lo hacen más rápidamente que los canales Kir2.1. Estos resultados confirman que, en efecto, 
























































































































Figura IV.24. Características de la recuperación de la fluorescencia de los canales Nav1.5-mTq2 en 
presencia de Kir2.1-Cp173venus y de los canales Kir2.1-Cp173venus en presencia de Nav1.5-mTq2. (A-C) 
Porcentaje de fracción móvil (A) y curso temporal de la recuperación de la fluorescencia sin normalizar (B) o 
normalizada a la recuperación máxima (C) medidas en células COS-7 transfectadas con canales Nav1.5-mTq2 en 
presencia de Kir2.1-Cp173Venus y de los canales Kir2.1-Cp173venus en presencia de Nav1.5-mTq2. Las 
barras/puntos representan la media±EEM de n≥8. 
 
3.2.1. Inhibición del tráfico del RE a Golgi mediante incubación con BFA   
 
La siguiente cuestión que nos planteamos es por qué mutantes del canal Nav1.5 
retenidos en el Golgi producen EDN sobre canales Kir2.1 mientras que los mutantes retenidos 
en el RE, simplemente abolen la modulación positiva sin generar una disminución de 
corriente adicional. Como aproximación a continuación inhibimos en células CHO la ruta 
convencional de tráfico de proteínas de membrana de los canales Kir2.1 y Nav1.5 por 
separado o juntos, y tratados o no con brefeldina A (BFA) (50 ng/mL durante 24 h). El 
tratamiento con BFA (metabolito fúngico reversible) produce una acumulación de las 
proteínas en el RE y el colapso de los túbulos del Golgi ya que bloquea específicamente el 
tráfico anterógrado de proteínas de nueva síntesis desde el RE al Golgi (Figura IV.25A) 
(Lippincott-Schwartz y cols., 1989). Tras la incubación con BFA, la corriente IKir2.1 generada 
tanto por canales Kir2.1 cotransfectados o no con canales Nav1.5 disminuyó un 49%; y la 
corriente INav1.5 generada tanto por canales Nav1.5 cotransfectados o no con canales Kir2.1 


























































































Figura IV.25. Inhibición del tráfico por la ruta clásica mediante incubación con BFA 24 horas. (A) Modelo 
hipotético del tráfico de los canales Kir2.1, Nav1.5 y la población conjunta Nav1.5-Kir2.1 a través de la ruta 
clásica o la ruta no convencional. (B) Densidad de corriente máxima resistente a BFA registrada en células CHO 
transfectadas con canales Kir2.1, Nav1.5 o Kir2.1+Nav1.5 tras la incubación con BFA durante 24 horas. Cada 
barra representa la media±EEM de ≥6 células. Las (n) representan el número de células de cada grupo. * P<0.05 
frente a Kir2.1 solo o Nav1.5 solo. 
 
La Figura IV.25B muestra la densidad de la corriente resistente a BFA, es decir la 
densidad de IKir2.1 y INav1.5 que se registra tras la incubación de 24 horas en presencia de BFA. 
Lo primero que se puede observar es que el tratamiento con BFA no anula ni la IKir2.1 ni la 
INav1.5 lo que sugiere que existe una ruta alternativa de tráfico de canales Kir2.1 y Nav1.5 que 
no atraviesa el Golgi. Como se puede observar, la cotransfección con canales Nav1.5 produce 
un aumento significativo de la IKir2.1 (n≥7, P<0.05) resistente a BFA y, viceversa, la 
cotransfección con canales Kir2.1 produce un aumento significativo de la INav15 (n≥6, P<0.05) 
resistente a BFA. Estos resultados sugieren que la inhibición del tráfico convencional 
mediante el tratamiento con BFA no afecta a la modulación recíproca positiva entre canales 
Kir2.1 y canales Nav1.5.  
Ya que la BFA bloquea la ruta clásica de tráfico de proteínas a membrana sin interferir 
en rutas de tráfico alternativas (Figura IV.25A) (Lippincott-Schwartz y cols., 1989), la 
corriente resistente a BFA representaría la corriente generada por aquellos canales que ya 
estaban en la membrana y que no se han degradado aún, canales reciclados y/o bien canales 






3.2.2. Tráfico no convencional de los canales Kir2.1-Nav1.5 mediado por GRASP55  
 
Se ha descrito que los canales CFTR activados por AMPc pueden llegar a membrana 
en casos de estrés celular a través de un mecanismo de tráfico no convencional mediado por 
proteínas asociadas al Golgi (Golgi reassembly stacking proteins o GRASPs) (Gee y cols., 
2011). De hecho, los canales Nav1.5 pueden traficar a membrana tanto por la vía clásica 
como por una vía alternativa independiente del Golgi (Mercier y cols., 2015) que podría ser 
dependiente de GRASP55. De la proteína GRASP, que tiene dos dominios PDZ, existen 
diversas isoformas, pero en las células CHO solo está presente una (GRASP55). Para analizar 
el posible papel de GRASP55 en la modulación positiva entre canales Nav1.5 y Kir2.1, 
redujimos su expresión en células CHO utilizando ARN interferente (siRNAs). Los siRNAs 
son secuencias cortas que se unen al ARNm y evitan que la proteína se traduzca. La parte 
superior de la Figura IV.26A muestra un gel de proteínas en el que se muestra la expresión de 
la proteína GRASP55 (marcada con una flecha roja) con un peso de 55 kDa tanto en situación 
control como en presencia de los distintos siRNAs (siRNA 1 y siRNA 2, con secuencias 
específicas para GRASP55, y el control negativo inespecífico). En la parte inferior de la 
Figura IV.26A se muestra el mismo gel de proteínas con la proteína GAPDH (a 37 kDa) 
como control de carga. El análisis cuantitativo de los geles demostró que la transfección con  
el siRNA 1 (100 nM tras 48 horas) redujo la expresión de GRASP55 casi un 70% de manera 
específica la expresión de GRASP55 en células CHO, mientras que el control negativo (un 
siRNA que codifica para una secuencia aleatoria) no afectó significativamente su expresión. 
El siRNA 2 también redujo de manera significativa la expresión de GRASP55 pero menos 







Figura IV.26. Silenciamiento de la proteína GRASP55 mediante siRNAs. (A) Western blot para detectar 
GRASP55 en células CHO sin transfectar o transfectadas con dos siRNAs específicos para GRASP55 o con el 
siRNA control negativo. La flecha roja indica la presencia de la proteína GRASP55 (alrededor de 55 kDa). La 
proteína GAPDH se utilizó como control de carga. WB: Western blot revelado con anticuerpo anti GRASP55 o 
anti GAPDH. (B) Análisis densitométrico de la banda de GRASP55 obtenida por Western blot y normalizada a 
la cantidad de GAPDH. Cada barra representa la media±EEM de 4 experimentos. * P < 0.05 frente a Control.  
 
A continuación, se transfectaron los canales Kir2.1 y Nav1.5 por separado o 
conjuntamente en células CHO transfectadas con siRNA1 y se registró la IKir2.1 y la INav1.5. El 
silenciamento de GRASP55 disminuyó significativamente la densidad de la IKir2.1 (n=21, 
P<0.05) y la de la INav1.5 (n=7, P<0.05) en un 37% y en un 48%, respectivamente (Figuras 
IV.27A y 27B, respectivamente). Este resultado sugiere que la ruta de tráfico no convencional 
GRASP-dependiente participa en el tráfico de los dos tipos de canales (especialmente en el 
tráfico de Nav1.5). Lo que es más importante, la Figura IV.27A demuestra que en células 
CHO en las que se ha silenciado la expresión de GRASP, la cotransfección con canales 
Nav1.5 no modula positivamente la densidad de IKir2.1, si no que la reduce, en un porcentaje 
aún mayor que cuando están los canales Kir2.1 solos (63% disminución, n=11, P<0.05). De la 
misma manera, la cotransfección con canales Kir2.1 tampoco aumenta la densidad INav1.5 si no 
que la reduce en un 61% (n=7, P<0.05) (Figura IV.27B). Es decir, la inhibición de la ruta de 
tráfico no convencional GRASP-dependiente inhibe la modulación recíproca positiva entre 
canales Nav1.5 y Kir2.1. En base a estos resultados podemos concluir que existe una 
población de canales Kir2.1-Nav1.5 que trafican juntos a través de una ruta no convencional, 































































Figura IV.27. Efecto del silenciamiento de GRASP55 en células CHO en las corrientes IKir2.1 e INav1.5. (A) 
Densidad IKir2.1 a –120 mV registrada en células con GRASP silenciado o no transfectadas con canales Kir2.1 
solo o Kir2.1+Nav1.5. (B) Densidad máxima INav1.5 registrada en células con GRASP silenciado o no 
transfectadas con canales Nav1.5 solo o Nav1.5+Kir2.1. Los recuadros rojos señalan el porcentaje de 
disminución en cada grupo. Cada barra representa la media±EEM de (n) células. * P<0.05 frente a Kir2.1 o 
Nav1.5 solos. # P<0.05 frente a Kir2.1+Nav1.5. 
 
 En conclusión, aquellos mutantes del canal Nav1.5 o Kir2.1/2.2 que se queden 
retenidos en el RE podrán ser rescatados por canales Kir2.1/2.2 o Nav1.5, respectivamente, a 
través de la ruta no convencional independiente del Golgi  mediada por GRASP. Al contrario, 
mutantes que se retengan en el Golgi atraparán a los otros canales (ya que no tienen vía de 




















































































































En la Presente Tesis Doctoral hemos demostrado que mutantes del canal Nav1.5 que 
no alcanzan la membrana tras su síntesis no modulan positivamente la IK1. Además, alguno de 
estos mutantes producen un EDN sobre canales Kir2.1/Kir2.2 y, por tanto, una disminución 
adicional de la IK1 tal y como hemos demostrado en sistemas de expresión heterólogos, 
miocitos ventriculares de rata y miocitos derivados de hiPSC. Más aún, los resultados 
sugieren que los mutantes retenidos en el aparato de Golgi son los que atrapan consigo a los 
canales Kir2.1/Kir2.2 produciendo el EDN. Describimos por primera vez que existe una 
población de canales Kir2.1-Nav1.5 que viajan juntos hacia la membrana, a través de una ruta 
no convencional, independiente del aparato de Golgi, mediada por la proteína GRASP. Esta 
ruta de tráfico de los canales desde el RE hacia la membrana es responsable de la modulación 
recíproca positiva siempre cuando ninguno de ellos quede retenido en el aparato de Golgi. 
  
1. LOS CANALES Kir2.1 INTERACCIONAN CON LOS CANALES Nav1.5 
FORMANDO UN CANALOSOMA  
 
 En la presente Tesis Doctoral demostramos que existe una interacción física (directa o 
indirecta) entre los canales Nav1.5 y Kir2.1/Kir2.2 en la membrana lateral y en las 
estriaciones de los miocitos cardiacos. Los resultados demuestran también que en los 
canalosomas que reúnen a los canales Nav1.5 y Kir2.1 está presente la proteína de anclaje α1-
sintrofina. Resultados previos demostraban que la α1-sintrofina se localiza preferentemente en 
la membrana lateral de los miocitos. De hecho, se ha descrito que existen al menos dos 
poblaciones de canales Nav1.5, una presente en la membrana lateral de los miocitos unida al 
complejo sintrofina-distrofina y otra unida a SAP97 en discos intercalares (Petitprez y cols., 
2011). La polaridad en la distribución de los canales Nav1.5 en los miocitos cardiacos explica 
que en el miocardio la conducción del impulso sea anisótropa, es decir, que la velocidad de 
conducción transversal o longitudinal sea diferente, siendo hasta 6 veces más rápida en 
sentido longitudinal. Nuestros resultados demuestran que en las membranas laterales no sólo 
están distribuidos los canales Nav1.5 sino también los canales Kir2.1, lo que probablemente 
garantiza un exquisito control de la excitabilidad y la refractariedad cardíacas. Por otra parte, 
nuestros resultados con anticuerpos específicos anti-α1-sintrofina demuestran también la 
presencia de los canales Nav1.5 en las estriaciones de la membrana. Las microfotografías 
sugieren que los canales Nav1.5 y Kir2.1 y la α1-sintrofina se acumulan en la región de los 




en macro-parches mediante técnicas de super-resolución llevados a cabo en miocitos 
cardiacos sugieren que los canales Nav1.5 se localizan preferentemente en las crestas y no en 
los túbulos T (Bhargava y cols., 2013).  
 
2. ESTUDIO DE LOS MUTANTES DEL CANAL Nav1.5 
 
 En esta Tesis Doctoral quisimos averiguar qué ocurría cuando se producía una 
disminución en la densidad y/o la función de los canales Nav1.5. Esta disminución puede ser  
consecuencia de un problema adquirido o genéticamente determinado, como es el caso de las 
canalopatías hereditarias debidas a mutaciones en el gen SCN5A que codifican canales Nav1.5 
con una función y/o expresión deficitarias. La evidencia experimental de que, en los ratones 
considerados como un modelo aceptado de SBr, la deleción de uno de los alelos del gen 
SCN5A no sólo disminuye la INa sino también la IK1 resultó decisiva. Los resultados 
confirmaban in vivo que un aumento o disminución ya sea de la INa o IK1 se acompaña por un 
cambio recíproco en las corrientes IK1 o INa, respectivamente. Sin embargo, podía ser que la 
ausencia de un alelo de SCN5A no diera lugar a los mismos efectos sobre la IK1 (y sobre la INa) 
que la presencia de una proteína mutada Nav1.5. 
 
2.1. Efectos sobre la modulación positiva 
 
Los resultados demuestran que una condición imprescindible para que haya 
modulación positiva es el tráfico de los canales Nav1.5 y Kir2.1 a la membrana. De hecho los 
mutantes de Nav1.5 que no viajan bien a membrana (véase p.R104W, p.D1690N, p.G1748D 
y p.D1816VfsX7) no modulan positivamente la IKir2.1. Al contrario, el mutante p.R878C, que 
sí se expresa en membrana pero no genera corriente (Zhang y cols., 2008), sí es capaz de 
modular positivamente la IKir2.1. Los resultados sugieren que independientemente de la 
localización de la mutación (en el dominio N-terminal, la región transmembrana o el C-
terminal) y de su naturaleza (mutaciones con cambio de sentido o desplazamiento del marco 
de lectura), si el canal Nav1.5 no se expresa en membrana, no modula positivamente la IKir2.1. 
De hecho, cuando se restauraba el tráfico del mutante p.D1690N con la presencia del 
polimorfismo p.H558R en cis (Núñez y cols., 2013), se restauraba también su capacidad para 




Planteamos, por tanto, en primicia, que aquellos pacientes que tienen mutaciones que 
producen el déficit de función de los canales Nav1.5 porque la mutación impide la adecuada 
expresión de los canales Nav1.5 en la membrana, presentarán alteraciones eléctricas cardiacas 
no sólo debidas a una disminución de la INa sino también de la IK1 ventricular.  
Más aún, algunos mutantes de Nav1.5 como el p.G1748D y el p.D1816VfsX7 no solo 
suprimen la modulación positiva sino que además producen EDN sobre los canales 
Kir2.1/Kir2.2 ya que los atrapan produciendo una disminución adicional de la corriente 
IKir2.1. Estos resultados se han demostrado en sistemas de expresión heterólogos, miocitos de 
rata y hiPSC-CM lo que hace poco probable que sean debidos a un artefacto experimental. 
Así, la expresión del mutante p.G1748D en miocitos derivados de hiPSC estimulados a 1 Hz 
produce la disminución de la velocidad de conducción y la velocidad máxima de 
despolarización (dV/dt), la despolarización del potencial de reposo y una prolongación de la 
DPA medida al final de la repolarización, concordante con la disminución de la INa y la IK1. 
En miocitos derivados de hiPSC que expresaban el mutante p.G1748D no estimulados 
eléctricamente, la frecuencia espontánea de disparo aumentó significativamente, debido a que 
el potencial máximo diastólico se acerca al potencial umbral como consecuencia de la 
disminución de la IK1. 
 
2.2. EDN de los mutantes de Nav1.5 sobre los canales Kir2.1 
 
 El EDN implica que la proteína codificada por un alelo mutado actúa como una proteína 
“tóxica” afectando negativamente la actividad y/o expresión de la proteína WT codificada por 
el alelo sano. Implica, también, que ambas proteínas interaccionan entre sí una vez 
sintetizadas. El EDN entre canales Nav1.5 se ha observado con distintas mutaciones y fue la 
primera pista que levantó la sospecha que los canales Nav1.5 interaccionan entre sí a pesar de 
que cada subunidad α per se es capaz de generar un canal funcional (Núñez et al., 2013; 
Chen-Izu y cols., 2015; Sottas y cols., 2016). Datos previos de nuestro laboratorio 
demostraban que tanto p.D1690N como p.G1748D producen EDN sobre los canales Nav1.5 
nativos reduciendo de forma muy marcada la densidad de la INa (Núñez et al., 2013). Por el 
contrario, p.D1816VfxX7 no produce EDN, probablemente porque la subunidad mutada no es 
capaz de interaccionar con los canales nativos, porque para ello es necesaria la presencia de 
los dominios PDZ intactos. Sorprendentemente, p.D1816VfxX7 pero no p.D1690N, produce 




funcionales de la interacción Nav1.5/Kir2.1 son distintos a los de la interacción entre canales 
Nav1.5.  
 El hecho de que un mutante del canal de sodio sea capaz de atrapar a canales 
Kir2.1/Kir2.2 indica que interaccionan entre sí y que la interacción se produce antes de llegar 
a membrana, sugiriendo que el transporte se produce al menos parcialmente de forma 
conjunta. De hecho, los resultados que presentamos obtenidos al estudiar la recuperación de la 
fluorescencia tras su extinción (FRAP) así lo sugieren. Efectivamente, si no hubiera 
interacción, entre al menos una subpoblación de los canales Nav1.5 y Kir2.1 durante su 
tráfico a la membrana, no se explicaría porqué la presencia de canales Nav1.5 acelera la 
cinética de recuperación de la fluorescencia en un área de interés. De la misma manera, parece 
que la presencia de canales Kir2.1 aumenta la fracción de canales Nav1.5 que se mueve en el 
interior celular aunque este desplazamiento se realice a la misma velocidad. Los resultados de 
FRAP nos han permitido comprobar que la movilidad de los canales Nav1.5 es muy limitada, 
de hecho, muy inferior a la de los canales Kir2.1. Es probable que su gran tamaño (2016 
aminoácidos) sea en parte responsable su poca eficiencia en el tráfico hacia la membrana 
tendiendo a quedar “atascados” (ya que hablamos en términos circulatorios) en depósitos 
intracelulares (Rook y cols., 2012). Sin embargo, puede ser que las razones sean otras, y que 
quizá las señales de “salida” desde los compartimentos intracelulares presentes en los canales 
Nav1.5 sean mal o poco reconocidas (en el caso de existir) o que las señales de “retención” en 
dichos compartimentos sean las que predominan. Desde este punto de vista es sugerente 
proponer que los canales Kir2.1 estarían actuando como “chaperonas”, al igual que las 
subunidades Navβ, favoreciendo el desplazamiento de las proteínas Nav1.5 sintetizadas a sus 
dominios en la membrana. 
 
Con respecto al EDN producido por algunos mutantes de Nav1.5 sobre los canales 
Kir2.1/2.2 cabe señalar que no es la primera vez que se describe que canales codificados por 
distintos genes interaccionan entre sí. Los canales hERG y KvLQT1, responsables de la IKr e 
IKs respectivamente, además de una interacción dependiente de voltaje, interaccionan de 
manera directa a través de su dominio C-terminal (Organ-Darling y cols., 2013). De hecho, se 
ha descrito una modulación negativa recíproca entre hERG y Kv7.1 en miocitos de conejos 
transgénicos con SQTL en los cuales la expresión de canales Kv7.1 WT o mutantes reducía 
significativamente la IKr y viceversa (Ren y cols., 2010). También se ha propuesto que una 
relación entre la corriente generada por canales Kv4.2 y Kv4.3 (Ito) y la INa. En un modelo 




demostró la interacción entre canales Kv4.x y Nav1.5 (Hoogendijk y cols., 2010). Cabe la 
posibilidad, por tanto, de que en el canalosoma que forman los canales Kir2.1/Kir2.2 y 
Nav1.5 participen otros canales. 
 
2.3. Retención de los mutantes del canal Nav1.5 en RE o Golgi 
 
La pregunta que suscitaban los resultados obtenidos era cuál era la diferencia entre los 
canales p.D1690N y los p.G1748D y p.D1816VfsX7, que estos últimos produjesen EDN 
sobre los canales Kir2.1/2.2 mientras que p.D1690N no. Nuestros estudios funcionales 
sugieren que si bien los tres mutantes no son capaces de alcanzar la membrana plasmática 
unos quedan retenidos en el RE (p.D1690N) mientras que otros (p.G1748D y p.D1816VfsX7) 
quedan atrapados en el Golgi. Resultados de otros laboratorios con mutantes de canales 
Nav1.5 y, sobre todo, de canales Kv11.1 (hERG) demuestran que los mutantes que quedan 
atrapados en el RE pueden ser "rescatados" con diversas maniobras que incluyen la presencia 
de chaperonas químicas (p.ej. el fenilbutirato) o de la disminución de la temperatura de 
incubación (Zhou y cols., 1999; Rajamani y cols., 2002; Valdivia y cols., 2004; Dolz-Gaitón y 
cols., 2013). En el caso de los canales hERG, fármacos que los bloquean (terfenadina, E4031) 
o que no los bloquean pero a los que se unen con alta afinidad (fexofenadina) son capaces de 
"restaurar" el tráfico de los canales mutados a la membrana (Zhou y cols., 1999; Rajamani y 
cols., 2002). Se ha propuesto que la unión del fármaco a su receptor favorece el adecuado 
plegamiento de la proteína en el RE y/o permite que se superen los controles de calidad del 
RE. Resulta llamativo que existen mecanismos experimentales no siempre aplicables a la 
terapéutica (reducir la temperatura) que pueden paliar aunque sea parcialmente el tráfico de 
mutantes que quedan atrapados en el RE pero de momento no se ha descrito ninguno que 
pueda "rescatar" el transporte de mutantes que quedan retenidos en el Golgi. 
Nuestros resultados sugieren que aquellos mutantes que quedan retenidos en el RE son 
los que simplemente suprimen la modulación recíproca positiva entre canales Nav1.5 y Kir2.1 









3. TRÁFICO NO CONVENCIONAL MEDIADO POR GRASP 
 
GRASP65 y GRASP55 son dos proteínas miristoiladas de mamíferos que inicialmente 
se pensó que participaban exclusivamente en el apilamiento de las cisternas del Golgi (Shorter 
y cols., 1999). Sin embargo, los homólogos de GRASP en D. discoideum y en 
D. melanogaster, GrpA y dGRASP respectivamente, se han asociado al tráfico de ciertas 
proteínas a través de una vía independiente de Golgi  (Kinseth y cols., 2007; Schotman y 
cols., 2008). Recientemente se ha ampliado esta función a las proteínas GRASP de 
mamíferos, y de hecho, se ha demostrado que están implicadas en el tráfico no convencional 
independiente de Golgi del canal CFTR (Gee y cols., 2011) no siendo necesarias para el 
tráfico de proteínas anterógrado convencional (Schotman y cols., 2008). En la presente Tesis 
Doctoral, podemos concluir que GRASP55 participa en condiciones normales en el transporte 
de canales Nav1.5 y Kir2.1 a la membrana, siendo responsable en mayor medida del 
transporte de Nav1.5 que el de canales Kir2.1. Más importante aún, hemos demostrado que, 
en aquellas células en las que se silenciaba la expresión de GRASP55, se suprimía también la 
modulación recíproca positiva. Por tanto, proponemos que cuando ambos canales están 
juntos, GRASP55 se encarga del transporte conjunto de canales Kir2.1-Nav1.5 a través de una 
ruta no convencional, independiente del aparato de Golgi, mediada por GRASP55.  
Todos estos resultados nos han llevado a proponer un modelo en el que GRASP55 es 
capaz de ofrecer una ruta alternativa para el transporte de canales Nav1.5-Kir2.1 cuando 
alguno de los canales de la pareja presenta mutaciones que le impiden salvar adecuadamente 
los controles de calidad que garantizan la salida desde el RE hacia el Golgi. Por el contrario, 
cuando el mutante de alguno de los canales, sea Nav1.5 o Kir2.1, queda atrapado en el Golgi, 
GRASP55 ya no puede participar en el tráfico de la pareja de canales a través de  la ruta 
convencional y ambos quedan retenidos en el Golgi, por lo que el mutado ejerce un EDN 
sobre el otro canal (Figura V.1). 
 Una cuestión de interés es cómo y por qué se activa la ruta no convencional mediada por 
GRASP. Se ha demostrado que el tráfico no convencional independiente de Golgi de canales 
CFTR se activa cuando se producen señales de estrés en el RE (Gee y cols., 2011). En el RE, 
las proteínas se pliegan y sufren algunas modificaciones importantes para su actividad y 
estructura que luego se completan/maduran en el Golgi (Schröder y Kaufman, 2005). El paso 
del RE al aparato de Golgi es un paso limitante en la secreción de muchas glicoproteínas 




o mal plegadas activan la cascada de señales de respuesta a proteínas no plegadas [unfolded 
protein response (UPR)] (Wiseman y cols., 2010). En general, la UPR aumenta la capacidad 
de plegamiento del RE al promover la síntesis de chaperonas y aumentando el tamaño del RE 
(Ron y Walter, 2007; Schröder y Kaufman, 2005).  
 
↑IK1 ↑INa
RETENCIÓN EN GOLGI RETENCIÓN EN RE
↓IK1
Los canales se unen en el RE pero no se activa la 
vía no convencional mediada por GRASP ya que al 
quedarse el mutante junto a Kir2.1 retenido en 
Golgi, se produce un desequilibrio entre RE y Golgi
(cruz roja). Esto hace que los canales se acumulen 










Los canales se unen en el RE y se activa la vía 
no convencional mediada por GRASP ya que 
hay un estrés en el RE por acumulación del 
mutante de Nav1.5+Kir2.1. 
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Figura V.1. Propuesta de modelo de tráfico de canales Kir2.1+Nav1.5 en condiciones normales (WT) o con 
los distintos mutantes del canal Nav1.5. En condiciones WT, hay una población de canales Nav1.5 y Kir2.1 
que trafican por separado a través de una ruta clásica (del RE a Golgi a membrana). Adicionalmente, existiría 
una población de canales Nav1.5+Kir2.1 que trafican juntos a través de la ruta no convencional mediada por 
GRASP independiente del Golgi. Para ello, GRASP es transportado del Golgi al RE, se fosforila y se une a los 
canales. La disminución en la corriente INa se observa cuando las subunidades α de los canales Nav1.5 WT y 
Nav1.5 mutante interaccionan y el canal WT se queda retenido con el mutante. Por otro lado, los canales Kir2.1 
y Nav1.5 se unen en el RE. Cuando los mutantes son retenidos en el RE (p.D1690N), se observa parcialmente 
modulación positiva sobre  IK1 ya que la acumulación del mutante unido a Kir2.1 en el RE produce un estrés 
sobre el mismo que activa la vía no convencional mediada por GRASP. Aunque esta vía no debe ser suficiente 
para ver un claro aumento de la corriente  IK1. Sin embargo, los mutantes que se quedan retenidos en el Golgi no 
son capaces de ser “liberados” y retienen a los canales Kir2.1 WT. Hay un balance de tráfico de proteínas entre 
el RE y el Golgi. En el caso de los mutantes retenidos en Golgi, se produce un desequilibrio (cruz roja) por la 
acumulación de canales en Golgi. Este modelo sería válido también para canales Kir2.2 pero no para canales 






Es posible que la acumulación de canales Kir2.1 unidos a canales Nav1.5 en el RE provoque 
estrés en el mismo y active el tráfico no convencional dependiente de GRASP e independiente 
de Golgi para “liberar” la carga de proteínas acumuladas (Figura V.1). Más aún, nuestros 
datos funcionales sugieren que los mutantes p.D1690N se quedan retenido en el RE lo cual 
podría justificar que activasen el tráfico dependiente de GRASP55 tanto en presencia como en 
ausencia de Kir2.1. 
 
 No tenemos datos experimentales que demuestran cuáles son los determinantes 
moleculares de la interacción entre los canales y GRASP. Puede ocurrir, que se produzca 
través del dominio PDZ al igual que ocurre con el canal CFTR. La proteína GRASP tiene dos 
dominios PDZ en el N-terminal (Figura V.2). El tráfico independiente de Golgi requiere que 
GRASP se fosforile en una región cercana a su C-terminal, se disocien los complejos 
homomultiméricos de GRASP, se transloque al RE y se una a las proteínas diana vía el 
dominio PDZ (Gee y cols.,  2011; Kim y cols., 2016). Además ya que GRASP55 es capaz de 
multimerizar, habría más dominios PDZ “disponibles” para la unión tanto de canales Kir2.1 
como Nav1.5.  
En el caso de que la interacción de Nav1.5-Kir2.1 con GRASP se produzca a través de los 
dominios PDZ, la unión sería específica. Por tanto, habría una especificidad en la carga que 
puede transportar GRASP, de manera que no todas las proteínas retenidas en el RE o no 
cualquier estrés del RE va a “liberarse” mediante la vía no convencional mediada por 
GRASP. 
Sería interesante analizar a cuál de los dominios PDZ de GRASP55 se une cada canal. 
Asumiendo que la interacción del canal se produzca a través de sus dominios lineales C-
terminales, cabría esperar que el canal Nav1.5 p.D1816VfsX7 no pudiese unirse a GRASP55 
ya que a este mutante le faltan aminoácidos del dominio C-terminal incluyendo el dominio de 
unión a PDZ del C-terminal. Sin embargo, como describimos recientemente en nuestro 
laboratorio (Matamoros y cols., 2016), el canal Nav1.5 contiene un PDZ en el N-terminal que 
es crítico para la modulación positiva. Cabe la posibilidad, por tanto, de que sea este dominio 






Figura V.2. Dominios funcionales de los homólogos y ortólogos de GRASP. (A) Representación esquemática 
de las proteínas GRASP65 (AF015264) y GRASP55 (AF110267) de rata. El fragmento N-terminal tiene dos 
dominios PDZ, con el dominio de trans-oligomerización (en azul) alojado en el PDZ1. El dominio de unión a 
GM130 se ha representado con las letras rojas en itálica. El fragmento C-terminal es rico en serinas y prolinas. 
(B) Comparación entre especies del número de aminoácidos de GRASP, la Gly conservada o no, el dominio de 
trans-oligomerización y de unión a GM130, los aminoácidos enriquecidos en el C-terminal, y entre paréntesis el 
tamaño de la proteína en D. rerio (NP_956997 NCBI); Xenopus tropicalis (AAH74543 
NCBI); D. melanogaster (AAF49092 NCBI); A. gambiae (PP_308450 NCBI);A. melifera (PP-393076 
NCBI); C. elegans (NP_501354 NCBI); T. cruzi (EAN99074 NCBI); D. discoideum (EAL60823 NCBI); P. 
falciparum GRASP1 (XP_002585405 NCBI) y GRASP2 (XP_001347453 NCBI); S. cerevisiae (NP_01805 
NCBI); P. pastoris (de Integrated Genomics) y S. pombe (NP_593015 NCBI). * representa el aminoácido 




Otra cuestión importante que nos planteamos es si el tráfico no convencional es capaz 
de tener direccionalidad y clasificar y transportar las proteínas a su localización exacta 
(sorting). Debido a que las células CHO no son polares no pudimos distinguir si GRASP es 
capaz de hacer diferenciación de dominios. Sin embargo, estudios anteriores han demostrado 
que dGRASP media el transporte (independiente del Golgi) de la subunidad α de la integrina 
a un área concreta de la membrana basolateral en algunos estados concretos del desarrollo de 
Drosophila (Schotman y cols., 2008). También se ha visto que GRASP transporta a un 
mutante del canal CFTR (ΔF508) a membrana apical en células de la cripta de Lieberkühn en 
ratones (Gee y cols., 2011). Esto es de particular interés ya que, como hemos mencionado, los 
miocitos cardíacos sí son células polarizadas y las poblaciones de canales Nav1.5 se unen a 




3.2. Patrón de glicosilación 
 
 Si bien las proteínas sufren algunas modificaciones postraduccionales en el RE, la mayor 
parte del proceso de maduración y glicosilación tiene lugar en el Golgi. Por tanto cabe esperar 
que la población de canales Nav1.5 que trafica junto a Kir2.1 a través de una ruta no 
convencional independiente de Golgi sean canales “inmaduros” parcialmente glicosilados. Se 
ha demostrado que los canales Nav1.5 inmaduros que sólo tengan N-glicosilaciones 
tempranas del RE pueden alcanzar la membrana (Mercier y cols., 2015). Sin embargo, se 
consideraba que para que los canales fuesen funcionales es indispensable que sufran un 
remodelado extenso de los N-glicanos y/o maduraciones postraduccionales adicionales en el 
Golgi (Mercier y cols., 2015). Es importante destacar que el canal Nav1.5 está mucho menos 
glicosilado (un peso alrededor de 15 kDa) que las isoformas neuronales que alcanzan pesos de 
50-60 kDa. En ese sentido Nav1.5 es una excepción en la familia Nav ya que sólo un 5% de 
su masa se atribuye a oligosacáridos (Cohen y Levitt, 1993). Arakel y colaboradores 
demostraron que el patrón de glicosilación del canal Nav1.5 es cámara-específico puesto que 
es diferente en el tejido auricular que en el ventricular (Arakel y cols., 2014), estando más 
glicosilado en las aurículas que en los ventrículos. Aunque sea una mera especulación, cabe 
destacar la coincidencia de que los canales Nav1.5 ventriculares, que son los que se unen a 
Kir2.1, sean transportados por la vía no convencional independiente de Golgi, al menos 
parcialmente, y estén menos glicosilados.  
 
4. IMPLICACIONES CLÍNICAS  
 
 Nuestros resultados confirman de nuevo que entre los canales Nav1.5 y Kir2.3 no se 
produce modulación recíproca positiva. De hecho, la presencia de subunidades Kir2.3 en los 
heterotetrámeros de Kir2.x suprime la modulación recíproca positiva con canales Nav1.5 
(Matamoros y cols., 2016). Los canales Kir2.3 están presentes en el tejido auricular humano 
pero no en el ventricular (Gaborit y cols., 2007), por lo que propusimos que la modulación 
recíproca positiva entre IK1 e INa sólo tendrá lugar a nivel ventricular. De hecho, nuestros 
resultados han demostrado que el aumento de la IK1 producido por el remodelado eléctrico 
asociado a la FA en miocitos auriculares de pacientes no se acompaña de un aumento de la INa 
(Matamoros y cols., 2016). En los ratones genéticamente modificados no pudimos comprobar 




canales Kir2.3 en las aurículas (Panama y cols., 2007). En la presente Tesis Doctoral hemos 
demostrado que la coexpresión de mutantes de Nav1.5 con Kir2.3 no modifica en absoluto la 
IKir2.3. Por tanto, nuestra hipótesis es que los cambios en la densidad de la IK1 asociados a 
mutaciones en los canales Nav1.5 sólo se manifestarán en el tejido ventricular de los 
pacientes portadores de las mismas. 
 La interacción entre la disponibilidad de canales de sodio y el componente de salida de 
la IK1 determina la velocidad de conducción, la excitabilidad y la DPA cardiacos (Lopatin y 
cols., 2001; Noujaim y cols., 2007b). De hecho la interacción molecular entre canales Kir2.1 
y Nav1.5 determina en gran parte la frecuencia y estabilidad de los rotores (Milstein y cols., 
2012). En estudios de mapeo óptico en monocapas de miocitos ventriculares de rata 
neonatales, la sobreexpresión de Nav1.5 facilita un aumento de la IK1 (Milstein y cols., 2012). 
El aumento de la IK1 hiperpolariza el potencial de membrana de reposo y contribuye tanto al 
acortamiento de la DPA, como a la aceleración de los rotores, ya que aumenta el número de 
canales de sodio disponibles al disminuir el porcentaje de canales que se encuentra en estado 
inactivo (Dhammon y Jalife, 2005). 
Se puede especular que en aquellos pacientes portadores de mutaciones del canal 
Nav1.5 que dan lugar a su atrapamiento en el Golgi se producirá una disminución más 
marcada de la velocidad de conducción y la excitabilidad cardíacas que en los que la mutación 
se queda retenida en el RE. Hay que recordar que en los primeros será evidente una intensa 
disminución de la INa y la IK1 mientras que en los segundos la disminución será 
previsiblemente menor. Cabe recordar, por ejemplo que los canales Kir2.1/2.2 podrán rescatar 
parcialmente el tráfico de canales Nav1.5 atrapados en el RE lo que mitigará la reducción de 
la INa. Es importante recordar que en los síndromes arritmogénicos primarios consecuencia 
del déficit de función de los canales Nav1.5 existe una marcada variabilidad en la intensidad 
del fenotipo. De tal manera que mutaciones que producen una reducción similar en la 
densidad de la INa dan lugar a fenotipos más o menos marcados. Es posible que el "secuestro" 
o no de los canales Kir2.1 conjuntamente con los canales Nav1.5 en el Golgi contribuya a la 
variabilidad observada. Por último mencionar que hay síndromes arritmogénicos primarios 
debidos a la disminución de la INa que se producen como consecuencia de mutaciones en las 
subunidades accesorias Navβ (Watanabe y cols., 2008). Sería interesante analizar cómo se 
afecta la densidad de la  IK1 en este caso. De todos modos, mencionar que en todos nuestros 




Cabe destacar que el SAT es un síndrome arritmogénico primario debido a mutaciones 
en el gen KCNJ2 que ocasionan pérdida de función de canales Kir2.1 (Tristani-Firouzi y cols., 
2002; Tristani-Firouzi y Etheridge, 2010). La prevalencia del SAT es considerablemente 
inferior a la de por ejemplo el SBr. Lo que sugieren nuestros experimentos con mutantes de 
Kir2.1 es que las arritmias ventriculares asociadas al SAT serán consecuencia de una 
disminución conjunta del número de canales Kir2.1 y Nav1.5. Las mutaciones que producen 
EDN podrían “atrapar” además canales Nav1.5.  
Más aún, hay enfermedades cardiovasculares altamente prevalentes como la ICC que 
se acompaña de una disminución significativa de la expresión de canales Kir2.1 y, como 
consecuencia, de la IK1 (Beuckelmann y cols., 1993). La disminución de la IK1 prolonga la 
duración de los potenciales de acción ventriculares y el intervalo QT del electrocardiograma, 
favoreciendo la aparición de taquicardias ventriculares polimórficas que pueden desencadenar 
en FV. De hecho, la principal causa de muerte en los pacientes con ICC es la FV. Nuestra 
hipótesis es que en los pacientes con ICC la disminución de canales Kir2.1 ventriculares, sí se 
acompañará de una disminución en la expresión de canales Nav1.5 y viceversa. Por tanto, en 
estos pacientes la disminución de la excitabilidad cardiaca se deberá a un doble mecanismo: 
disminución de la expresión de canales Kir2.1 y de canales Nav1.5.  
 Sorprende que evolutivamente se haya preservado la interacción entre la INa y la IK1 a 
nivel ventricular y no auricular. Es posible que alteraciones en la modulación recíproca 
positiva entre canales Nav1.5 y Kir2.x predispongan a la aparición de arritmias fibrilatorias en 
el contexto de la ICC, el SBr y el SAT. Más aún, nuestra hipótesis es que la composición del 
canalosoma de Nav1.5 y Kir2.1 a nivel ventricular protege frente a los desequilibrios entre INa 
e IK1 y que la ausencia de este canalosoma común a nivel auricular favorece la frecuente 
aparición de FA.  
Por otro lado, se abre el abanico de posibles interacciones entre canales con dominios 
de unión a PDZ. De tal manera, sería interesante analizar la posible modulación recíproca 
entre canales Kir2.1 neuronales y canales de sodio neuronales (de los cuales Nav1.2, Nav1.4, 
Nav1.6, y Nav1.7 tienen dominios de unión a PDZ descritos). Las implicaciones clínicas en 








































De los resultados presentados en esta TESIS DOCTORAL que fueron obtenidos en 
ratones genéticamente modificados, en líneas celulares inmortales transfectadas, en miocitos 
cardiacos de rata, y cardiomiocitos derivados de células pluripotentes inducidas humanas se 
pueden extraer las siguientes CONCLUSIONES: 
 
1. Los canales Kir2.1 y Nav1.5 interaccionan entre sí y con la proteína de anclaje α1-
sintrofina, en la membrana lateral y en las estriaciones de los miocitos ventriculares 
cardiacos. 
2. Tanto los canales Nav1.5 como los canales Kir2.1 viajan hacia la membrana a través de 
dos rutas simultáneamente: la convencional, que implica el paso a través del RE, al 
Golgi, y desde allí a la membrana; y la no convencional, que es independiente de Golgi 
y está mediada por las proteínas GRASP.  
3. En condiciones fisiológicas, la presencia simultánea de canales Nav1.5 y Kir2.1 en los 
miocitos cardiacos favorece la salida conjunta de ambos canales desde el RE a través de 
la ruta no convencional GRASP-dependiente. 
4. Para que se produzca la modulación recíproca positiva entre los canales Nav1.5 y 
Kir2.1/2.2, y por tanto, entre la INa y la IK1 ventriculares, es condición sine qua non que 
tanto los canales Nav1.5 como los canales Kir2.1/2.2 sean capaces de alcanzar la 
membrana y viajen conjuntamente.  
5. Cualquier mutación en los canales Nav1.5 que limite el tráfico de los mismos hacia la 
membrana, independientemente de su localización y naturaleza, impedirá que los 
canales Nav1.5 modulen positivamente la IK1 ventricular, por lo que la densidad de ésta 
disminuirá.  
6. Los canales Nav1.5 con mutaciones que impiden su salida desde el RE hacia el Golgi 
pueden ser parcialmente “rescatados” por los canales Kir2.1/2.2 con los que, 
probablemente, abandonan el RE siguiendo la ruta de tráfico no convencional, GRASP-
dependiente. Este mecanismo no restituye completamente, pero mitiga, la disminución 
de la INa producida por este tipo de mutaciones. 






dominante negativo sobre los canales Kir2.1/2.2 a los que atrapan también en el Golgi. 
Por tanto, los canales Nav1.5 con este tipo de mutaciones producen una disminución de 
la IK1 mayor que la producida por los mutantes Nav1.5 que quedan retenidos en el RE. 
8. De todo lo anterior se puede concluir que en aquellos síndromes arritmogénicos 
primarios en los que las mutaciones en el gen SCN5A producen una disminución de la 
INa como consecuencia del incorrecto tráfico de los canales Nav1.5 a la membrana, la 
excitabilidad y la velocidad de conducción intracardiacas disminuirán por la inhibición 
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